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ABSTRAKT
Steviolglykosidy  jsou  přírodní  sladivé  látky  Stévie  sladké  (Stevia  rebaudiana Bertoni), 
které příznivě působí na lidské zdraví a jejich relativní sladivost je 300krát vyšší než sladivost 
sacharózy.  Jsou  proto  využívány  ke  slazení  komerčních  výrobků.  Vzhledem  k  jejich 
potenciálním vlastnostem je výhodné mít vhodnou metodu pro jejich sledování. Vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie  (HPLC) je  založena na principu rozdělování  analytu  mezi  dvě 
vzájemně nemísitelné fáze pomocí vysokotlakého čerpadla a vhodně vybrané stacionární fáze 
kolony. Analyty potom vycházejí z kolony v různých retenčních časech. 
Tato diplomová práce se zabývá výběrem vhodného HPLC systému pro stanovení hlavních 
steviolglykosidů a jejich analýzou v komerčních výrobcích.
V teoretické  části  práce  je  nejprve popsán  původ,  základní  vlastnosti,  botanický popis, 
pěstování,  účinky rostliny  Stévie  sladké  na  lidské  zdraví  a  její  využití  v  potravinářském 
průmyslu.  Jsou  zde  i  stručně  charakterizovány  sladivé  látky  obsažené  v  rostlině,  tzv. 
steviolglykosidy.  Poté  jsou  uvedeny  teoretické  základy  vysokoúčinné  kapalinové 
chromatografie,  instrumentace  HPLC  a  její  konkrétní  aplikace  na  steviolglykosidy  se 
základními chromatografickými parametry. 
Cílem první  experimentální  části  bylo pomocí  HPLC zkoumat  optimální  podmínky pro 
časově  a  separačně  efektivní  chromatografickou  analýzu  a  vybrat  tak  vhodný 
chromatografický systém pro stanovení steviolových glykosidů. V druhé experimentální části 
bylo  vybranou  chromatografickou  metodou  porovnáván  a  stanoven  obsah  hlavních 
steviolglykosidů  (steviosid,  rebaudiosid  A)  v  devíti  vybraných  produktech  komerčně 
dostupných v České republice (ČR), ve kterých byl výskyt steviosidu nebo rebaudiosidu A 
buď potvrzen nebo vyvrácen. 
KLÍČOVÁ SLOVA
Stevia  rebaudiana Bertoni,  steviosid,  rebaudiosid  A,  vysokoúčinná  kapalinová 
chromatografie, izokratická a gradientová eluce.
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ABSTRACT 
The steviolglycosides are the natural, sweet substances from Stevia rebaudiana Bertoni. It 
affect  human  health  positively  and  its  sweetness  is  300x  stronger  than  the  sweetness  of 
sucrose. That's why it's used to sweetening the commercial products. Because of its potential 
properties  it's  good to  have an appropriate  method to  isolate  it.  High performance liquid 
chromatography (  HPLC)  is  based  on  the  separation  of  analyte  between  two  immiscible 
phases with high pressure pump and appropriately chosen stationary phase in the column. 
Than the analytes come out from the column in different retention times.
This master´s thesis follows up selection of the best HPLC system for isolation of the main 
steviolglycosides and its analysis in commercial products.
In the theoretical part of the thesis is described the origin, basic characteristics, botanical 
description, cultivation and affect to the human health of  Stevia rebaudiana Bertoni and its 
use in food industry. There are also concisely characterized the sweet substances contained in 
the plant,  so called  steviolglycosides.  Than there are  given the theoretical  basics  of  high 
performance liquid chromatography, HPLC instrumentation and its specific applications at 
sleviolglycosides with the basic chromatographic parameters.
The object of the first experimental part was to research the optimum conditions for time 
and separation effective chromatographic analysis and select the best chromatographic system 
for  isolation  of  steviolglycosides.  In  the  second  experimental  part,  I  have  compared  and 
defined  the  main  steviolglycosides  (stevioside,  rebaudioside  A) in  nine  selected  products, 
commercially available in Czech republic, with the best chromatographic method. In these 
products was the contain of the stevioside or rebaudioside A confirmed or refused.
KEYWORDS
Stevia  rebaudiana Bertoni,  stevioside,  rebaudioside  A,  high-performance  liquid 
chromatography, isocratic and gradient elution.
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1 ÚVOD
Stévie sladká (Stevia rabaudiana Bertoni) je ve světě označována různými názvy jako např. 
medové lístky, sladký list Paraguaye, sladká tráva atd. Tato rostlina je vytrvalý keř pocházející 
z Jižní Ameriky (Paraguay, Brazílie),  kde ji poprvé klasifikoval paraguayský přírodovědec 
Moises S. Bertoni. Za sladkou chuť stévie je zodpovědná komplexní směs diterpenoidních 
glykosidů  (zejména steviosid  a  rebaudiosid  A),  které  jsou  o  dva  řády sladší  než  tradičně 
používaná sacharóza. 
Stévie sladká patři do čeledi Asteraceae – hvězdnicovitých. Šlechtěním stévie bylo získáno 
asi 150 jejích různých druhů. Stevia rebaudiana Bertoni je však jediná využívaná ke slazení. 
Původem je to rostlina subtropická, která se však postupně přizpůsobila jiným klimatickým 
podmínkám. V současnosti se pěstuje prakticky po celém světě. Ve své subtropické domovině 
roste stévie v písčitých půdách na vlhkých, nevysychajících místech. 
Stévie  je  dnes  všeobecně  známa  jako  přírodní  nekalorické  sladidlo.  Díky  dnešním 
moderním lékařským metodám bylo  prokázáno,  že  má  pozitivní  účinky na  cévní  systém 
člověka, snižuje chuť na sladké, pomáhá při pálení žáhy, ovlivňuje centrální nervový systém, 
snižuje tvorbu zubního plaku a kazu, podporuje správné tráveni atd. Díky vysokému obsahu 
sladkých steviolglykosidů nachází široké uplatněni v potravinářském průmyslu, zejména jako 
sladidlo  vhodné  k  přislazování  nápojů,  džusů,  sirupů,  zubních  past,  mléčných  výrobků, 
zmrzlin,  konzervovaného  ovoce,  cukrovinek,  žvýkaček  nebo  některých  dietních  potravin 
určených pro diabetiky. 
Nejvýznamnějšími producenty a spotřebiteli jsou země Jižní Ameriky a Jihovýchodní Asie, 
především Japonsko. V Evropě nebylo používání steviosidu v potravinářství příliš rozšířeno, 
protože  steviolové  glykosidy  byly  teprve  nedávno  schváleny  v  Evropské  unii  (EU)  jako 
potravinové aditivum. Celá rostlina nebo její části zatím k prodeji jako potravinový doplněk 
povoleny nejsou.
Ke stanoveni steviolových glykosidů v reálných vzorcích slazených rostlinou Stévie sladké 
byla  v  této  práci  použita  vysokoúčinná  kapalinová  chromatografie  (HPLC)  s  detekcí 
diodovým polem. Metoda HPLC je v potravinářství využívána pro stanovení celé řady látek, 
protože má mnoho výhod jako jsou: vysoká separační účinnost a rychlost, reprodukovatelnost, 
stabilita, nízká mez detekce a možnost gradientové eluce.
Hlavním  cílem  této  práce  byl  výběr  nejoptimálnější  metody  k  separaci  hlavních 
steviolových  glykosidů  (steviosid,  rabaudiosid  A)  a  ověření  její  použitelnosti  na  reálných 
vzorcích  slazené  rostlinou  Stevia  rebaudiana  Bertoni.  K dosažení  co možná nejvhodnější 
separace látek steviosidu a rebaudiosidu A byla vyvinuta vlastní analytická metoda využívající 
izokratickou eluci.
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2 TEORETICKÁ ČÁST
2.1    Stévie sladká
Stévie cukerná (Stevia rebaudiana  Bertoni) je rostlina původem z Jižní Ameriky, známá 
především obsahem přírodního sladidla steviosidu. Extrakty z listů této rostliny jsou postupně 
ve stále větší míře používány ke slazení různých potravin, především nápojů, při zachování 
nízké kalorické hodnoty. Stévie má i řadu účinků na lidské zdraví a má mnoho výhod oproti 
konvenčně používaným náhradním sladidlům. [1]
2.1.1    Klasifikace
Stévie,  binomickým  názvem  Stevia  rebaudiana Bertoni,  se  řadí  do  oddělení 
krytosemenných  (Magnoliophyta),  třídy  vyšších  dvouděložných  (Rosopsida),  řádu 
hvězdnicotvarých (Asterales), čeledě hvězdnicovitých (Asteraceae). [1, 2]
Ve světě je stévie označována různými názvy, např. medové lístky, sladký list Paraguaye, 
caa-he-éé, kaa jheéé, ca-a-jhei, ca-a-yupi, azucacaa, eira-caa, capim doce, erva doce, sweet-
herb, honey yerba, honeyleaf, yaa waan nebo candy leaf. U nás se nejčastěji užívají názvy 
Stévie sladká, Stévie cukrová, medové lístky, nebo také sladká tráva, i když s trávou nemá 
tato rostlina nic společného. [2, 3, 4]
Obr. 1: Stevia rebaudiana Bertoni. [1, 5]
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2.1.2    Botanický popis
Šlechtěním bylo získáno asi 150 různých druhů stévie, ale S. rebaudiana Bertoni je jedna z 
mála stévií obsahující sladké glykosidy a jediná využívaná ke slazení. Z původně jednoleté 
rostliny byla vyšlechtěna na víceletou. [1, 2]
Vzrůst rostliny závisí na prostoru, kde je umístěna. V přirozených podmínkách dorůstá až 
1,8 m, při pěstování dosahuje výšky asi 40 – 60 cm. Stonky a listy mladých rostlin jsou hustě 
porostlé jemným ochlupením. Listy jsou 3 – 8 cm dlouhé, deltovité, po okrajích vroubkované 
a na stonku rostou vstřícně. Květy stévie jsou malé, bílé až narůžovělé. Rourkovitá stavba 
květů zhoršuje možnost opylení, čímž se výrazně snižuje klíčivost semen. Plodem je tmavě 
hnědá nažka s chmýrem, která se snadno přenáší větrem. Kořenový systém je málo rozložitý a 
je jedinou částí rostliny, která neobsahuje sladké látky. [1, 6, 7]
Obr. 2: Stévie sladká (1 – vrcholová část rostliny 2 – list, 3 – květenství, 4 – květ, 5 – plod).  
[2] 
2.1.3    Historie 
Stevia rebaudiana Bertoni je vytrvalý keř pocházející z oblasti kolem řeky Paraná, která 
protéká územím dnešní Paraguaye a Brazílie. Místní indiáni používají stévii již po staletí pro 
její léčivé účinky i jako přírodní sladidlo do tradičních bylinných čajů, například do Yerba 
maté,  známého i  u nás.  Od domorodců se ji  naučili  používat i  jihoameričtí  osadníci  a do 
Evropy ji přivezli v 16. století španělští dobyvatelé. Užívání nového přírodního sladidla se 
postupně rozšířilo po celé Evropě i Asii. Botanickou klasifikaci rostliny provedl poprvé v roce 
1899 paraguayský přírodovědec Moises S. Bertoni, ředitel agronomického ústavu v Asuciónu. 
Bertoni  publikoval  o  stévii  první  z  řady  odborných  článků.  To  byl  počátek  kulturního 
pěstování stévie, která do té doby rostla pouze divoce. [4, 6, 8]
V současné době je největším producentem stévie Japonsko, kam se začala semena dovážet 
z Brazílie v roce 1971. Tato země produkuje až několik desítek tisíc tun suchých listů ročně, 
ze kterých izoluje kolem 3 000 tun čistého sladidla. Stévie se dnes pěstuje a využívá prakticky 
po celém světě. [2, 8, 9]
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V České republice se stévie objevila poprvé v polovině 90. let minulého století. Prvními, 
kdo se u nás studiem této rostliny zabýval,  byl  profesor Valíček a jeho výzkumný tým z 
Institutu tropického a subtropického zemědělství České zemědělské univerzity v Praze. Jejich 
cílem bylo zjistit možnosti pěstování stévie v našich klimatických podmínkách. Tento projekt 
dostal stévii do povědomí českých spotřebitelů a v návaznosti na to se v roce 2000 objevil na 
našem trhu první nápoj slazený steviolovým extraktem, Stevigreen. Také firma Jemča uvedla 
v té  době na trh  první  čajovou směs,  obsahující  listy stévie.  Tyto výrobky musely získat 
výjimku hlavního hygienika, protože steviosid nebyl u nás dlouho povolen jako sladidlo. [7]
Historie chemické analýzy
Chemické  analýze  podrobil  stévii  v  roce  1900  jako  první  chemik  O.  Rebaudi,  který 
extrahoval ze stévie sladkou substanci. Již před 1. světovou válkou byly známé dvě látky 
zodpovědné za sladkou chuť rostliny – v ethanolu rozpustná látka, nazvaná euparin, která v 
pevném skupenství  tvoří  bezbarvé  krystaly  a  v  ethanolu  nerozpustný,  amorfní  rebaudin. 
Euparin měl být 150krát sladší a rebaudin 180krát sladší než sacharóza. V roce 1915 získal 
analytik Kobert z listů stévie substanci rozpustnou ve vodě i v alkoholu, totožnou s do té doby 
známým euparinem. Tato substance byla 300krát sladší  než sacharóza a v roce 1924 byla 
Mezinárodní  unií  chemie  v Kodani  oficiálně  převzata  jako steviosid.  Teprve  v roce 1931 
izolovali  chemici  Brindell  a  Lavielle  bílou  krystalickou  látku,  obsahující  dva  glykosidy, 
pojmenované podle rostliny: steviosid a rebaudiosid A. Enzymatický rozklad steviosidu se 
zprvu nedařil. Až teprve trávící šťávou hlemýždě zahradního se podařilo steviosid při pH 5 
rozložit  na cukr  a  krystalický aglukon,  který obdržel  jméno steviol  (bod tání  =  217 °C). 
Ukázalo se, že steviol je izomerní sloučenina z hydrolýzy vzniklého izosteviolu (bod tání = 
230 °C). Izosteviol se zase tvoří ze steviolu působením kyseliny. [2, 6]
V průběhu  posledních  40  let  se  zjistilo,  že  velkou  sladkost  způsobují  také  různé  další 
steviolglykosidy (diterpenglykosidy) jako jsou rebaudiosid A, B, C, D, E, rubusosid, dulkosid 
A a B. [3]
2.1.4    Pěstování
Stévie je původně subtropická rostlina, postupně se ale přizpůsobila i jiným klimatickým 
podmínkám. V dnešní době se pěstuje prakticky po celém světě. Ve své domovině roste stévie 
v písčitých půdách na vlhkých, nevysychajících místech. [2]
Stévii lze pěstovat i v našich podmínkách, ideálně ve skleníku, kde je její výtěžnost větší 
než při pěstování na venkovním záhoně. Problémem při pěstování je velmi nízká klíčivost 
semen. Dlouho byla stévie množena pouze řízkováním, dnes už jsou však ve specializovaným 
prodejnách k dostání i semena. Je ale potřeba vytvořit ideální podmínky pro jejich vyklíčení. 
Dalším  problémem pro  pěstitele  je  neschopnost  stévie  přezimovat  v  našich  klimatických 
podmínkách. V ČR je proto pěstována jako jednoletá rostlina, především malými pěstiteli, 
kteří  sklízí  listy  pro  vlastní  potřebu.  Pro velkovýrobu jsou  listy dováženy z  příznivějších 
pěstitelských oblastí, například z Argentiny. [10]
Rostlině se daří na plném slunci v poměrně suchých půdách. Nesnáší však sucho a nízké 
teploty. Semena jsou velmi háklivá na různé plísně a infekce. Vysévají se na vlhké půdy s 
neutrálním pH a vysokým obsahem organických hnojiv a fosforu. Rostlina vyžaduje hojné 
hnojení  a  to  pouze  organickými  hnojivy,  jelikož  bylo  zjištěno,  že  chemická  hnojiva 
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zanechávají v rostlině nepříznivou chemickou pachuť. [6]
Rostlina kvete v srpnu a září. Chvíle, kdy vykvete přibližně 5 % z celkového počtu rostlin, 
je  ideální  ke sklizni.  V době kvetení  a  těsně  před ním je  totiž  obsah glykosidů  ve stévii 
nejvyšší a výtěžnost pěstování je tedy největší. Pokud nejsou listy sesbírány, tak na podzim 
zežloutnou a opadají. Stévie je velmi citlivá na chlad. Již při teplotě 10 °C se zastavuje růst a 
při 5 °C rostlina hyne. [6]
Při úspěšném pěstování lze z jenoho keře získat až 500 g sušiny. 1 hektar porostu stévie s 
výnosem 2 t sušiny a s výtěžností 6 % steviosidu může nahradit minimálně 10 hektarů porostu 
cukrové řepy, která má výnos 30 t/ha s výtěžností cukru 12 %. Sklizené listy je nejlepší rychle 
usušit a to v sušičce nebo v teplé, dobře větrané místnosti. Sušením se v listech nemění poměr 
steviosidů, pouze se lépe uvolňují. [5]
Obr. 3: Výsev rostliny Stévie sladké. [11]
2.1.5    Vlastnosti stévie
Chuť stévie je velmi specifická a závisí na poměru jednotlivých glykosidů. Je-li více jak 
50 % glykosidů tvořeno steviosidem, má extrakt kořeněnou lékořicovou příchuť s nahořklým 
koncem, který některým lidem, zvyklým sladit řepným cukrem, nechutná. Je-li naopak více 
než 50 % tvořeno rebaudiosidem A, docílíme chuti příjemně sladké až medové. Nástup chuti 
je  u  stévie  velmi  rychlý  a  sladkost  dlouho  přetrvává  v  ústech.  Kombinací  se  solemi 
organických kyselin lze sladivost ještě zvýšit. [12]
Látky zodpovědné za sladivost stévie jsou obsaženy v celé rostlině kromě kořenů. Nejvíce 
jich je ale v listech. Ke slazení je možné použít listy čerstvé i sušené, ze kterých se glykosidy 
a tím i sladká chuť lépe uvolňují. Používají se buď listy celé nebo nadrcené. Nejčastěji se ale 
sladí extrakty v různých formách. Sušené listy jsou sladší 30 – 40krát a extrakty 200 – 300krát 
než sacharóza. [9]
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Tab. 1: Porovnání sladivosti steviolglykosidů se syntetickými a přírodními sladidly
Druh sladidla Relativní sladivost 
(sacharóza = 1)
Sacharin (umělé) 250 – 500x vyšší
Cyklamát (umělé) 20 – 30x vyšší
Aspartam (umělé) 100 – 200x vyšší
Acesulfam K (umělé) 100 – 200x vyšší
Steviosid (přírodní) 100 – 300x vyšší
Rebaudiosid A (přírodní) 400x vyšší
Rebaudiosid C, D, E (přírodní) 20 – 120x vyšší
Dulkosid B (přírodní) přibližně stejná
Fruktóza (přírodní) 1 – 1,4x vyšší
Obr. 4: Základní skelet steviolglykosidů. [1, 13]
2.1.6    Látky obsažené ve stévii
V suchém stavu obsahuje rostlina stévie 6,2 % bílkovin, 5,6 % lipidů, 52,8 % sacharidů, z 
toho 15 % steviosidu, a přibližně 42 % ve vodě rozpustných látek. Podrobnou analýzou bylo 
ve stévii  objeveno více než 100 fytochemikálií.  95 % obsahu rostlinných chemikálií  tvoří 
glykosidy,  zbylých  5  %  další  látky,  například  apigenin,  austroinulin,  avicularin,  beta-
sitosterol,  kyselina  kávová,  campesterol,  karyofylen,  centaureidin,  kyselina  chlorogenová, 
chlorofyl,  cosmosiin,  cynaroside,  daucosterol,  foeniculin,  kyselina  mravenčí,  giberelová 
kyselina,  giberelin,  indol-3-acetonitril,  izoquercitrin,  jhanol,  kaempferol,  kauren,  lupeol, 
luteolin, polystachosid, kvercetin, kercitrin a řada dalších. Rostlina je bohatá i na terpeny a 
flavonoidy. [4, 14]
Za sladkou chuť stévie jsou zodpovědné diterpenoidní glykosidy, odvozené od 13-hydroxy-
ent-kaurenové  kyseliny.  Těch  bylo  v  rostlině  identifikováno  jedenáct  a  liší  se  v 
glykosidických složkách navázaných na C13 nebo C19. Za nejsladší jsou považovány steviosid 
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a rebaudiosid A, které zároveň tvoří největší část z celkového obsahu glykosidů. Steviolové 
glykosidy jsou značně termostabilní, odolávají teplotám až 270 °C a nepodléhají fermentaci. 
Díky tomu je možné je použít  ke slazení studených i  teplých nápojů i  tepelně upravovat, 
například při pečení. [4, 10]
Steviosid (C38H60O18) je hlavní sladkou složkou listů stévie. Jeho obsah v suchých listech je 
asi 12 %. V čisté formě je to za běžné teploty bílá krystalická látka s teplotou varu 198 °C. Ve 
formě prášku je částečně rozpustný ve vodě a jen nepatrně rozpustný v ethanolu. Je stabilní 
při rozsahu pH 3 – 9 a úplně se rozkládá v silně zásaditém pH nad 10. [8, 15, 16] 
Steviosid  je  složený  ze  steviolu  (C20H30O3),  diterpenového  karboxylového  alkoholu  a 
glukózy. Ve struktuře steviosidu je jedna sacharidová jednotka (β-D-glukopyranóza) navázaná 
na karboxylovou skupinu, druhou sacharidovou jednotkou je soforóza (β-D-glukopyranozyl-
β-D-glukopyranóza) navázaná na kyslík hydroxylové skupiny steviolu. Oproti řepnému cukru 
je steviosid asi 300krát sladší, ve velkém množství ale chutná hořce. [15, 17]
Enzymem  katalyzovanou  hydrolýzou  steviosidu  vzniká  aglykon  steviol  a  kyselou 
katalyzovanou hydrolýzou izosteviol. Zmýdelněním steviosidu velmi silnou zásadou se tvoří 
stevilbiosid. [17]
Obr. 5: Chemická struktura steviosidu. [17]
Rebaudiosid A (C44H70O23), druhá nejvíce zastoupená sladká složka stévie, je podstatně více 
rozpustný ve vodě než steviosid, protože obsahuje ve struktuře další glukózovou jednotku. Je 
také stabilnější v kyselém prostředí než steviosid. Rebaudiosid A je 1,3 – 1,5krát sladší než 
steviosid, jeho obsah v listech se však pohybuje v rozmezí 1 – 2 %. Nemá hořkou příchuť, a 
proto jsou ke slazení chuťově výhodnější směsi s větším obsahem tohoto glykosidu.  [8, 15, 
16]
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Obr. 6: Chemická struktura rebaudiosidu A. [17]
Dalšími  glykosidy,  které  lze  z  rostliny v menším množství  izolovat  jsou rebaudiosid B 
(C38H60O18), rebaudiosid C (C44H70O22), rebaudiosid D (C50H80O28), rebaudiosid E (C44H70O23), 
rebaudiosid  F (C43H68O22),  dulkosid  A (C38H60O17),  rubusosid  (C32H50O13)  a  steviolbiosid 
(C32H50O13). [6]
Tab. 2: Molekulová hmotnost steviolglykosidů a jednotky navázané na jejich základní skelet  
(steviol) [16]
Název 
diterpenového 
glykosidu
R1 R2
Molekulová hmotnost 
[g.mol-1]
Steviolbiosid H β-Glc2-β-Glc 642
Steviosid β-Glc β-Glc2-β-Glc 805
Rebaudiosid A β-Glc β-Glc
2-β-Glc
β-Glc 966
Rebaudiosid B H β-Glc
2-β-Glc
β-Glc 805
Rebaudiosid C β-Glc β-Glc
2-β-Rha
β-Glc 950
Rebaudiosid D β-Glc
2-β-
Glc
β-Glc2-β-Glc
β-Glc 1 128 
Rebaudiosid E β-Glc
2-β-
Glc β-Glc
2-β-Glc 966
Dulkosid A β-Glc β-Glc2-β-Rha 788
V čerstvém stavu obsahuje stévie i relativně vysoké množství vitamínů a stopových prvků, 
a proto je zdrojem vitamínů (A, C, E, B, K) a minerálů (fosfor, vápník, železo, hořčík, chrom, 
kobalt, selen, křemíku). Dále obsahuje i pro člověka důležité antioxidanty, třísloviny, beta-
karoten, vlákninu a riboflavin. [8, 16]
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Obr. 7: Transglykosidace steviolu na steviolglykosidy. [18]
2.1.7    Účinky na lidské zdraví
Stévie  je  všeobecně  známá  jako  přírodní  nekalorické  sladidlo.  Její  extrakty  nezvyšují 
hladinu glykémie a stimulují tvorbu inzulinu v těle, jsou proto vhodné ke slazení potravin pro 
diabetiky.  Má  však  ale  i  řadu  pozitivních  vlivů  na  lidské  zdraví,  které  jsou  podložené 
vědeckými  studii.  Stévie  snižuje  chuť  na  sladké,  pomáhá  při  pálení  žáhy a  v  Brazílii  je 
používána jako prostředek ke zlepšení trávení. Ovlivňuje centrální nervový systém a to tak, že 
stimuluje mentální aktivitu a zmírňuje únavu. Snižuje tvorbu zubního plaku, čímž omezuje 
zápach  z  úst  a  pomáhá  snižovat  výskyt  zubního  kazu.  Používá  se  proto  na  kloktání,  do 
zubních past a ústních vod. Testy prokázaly antimikrobiální účinky a to i na některé formy 
rodu Streptococcus rezistentní vůči antibiotikům. Dále urychluje hojení ran, ve formě pleťové 
masky zlepšuje akné, dermatitidy a ekzémy. Snižuje krevní tlak a zamezuje vypadávání vlasů. 
[5, 19, 20]
Bylo  také  prokázáno,  že  stévie  zmírňuje  touhu  po  tabáku  a  pomáhá  tak  při  odvykání 
kouření. Steviolové glykosidy se v lidském těle nepřeměňují na tuky, tak jako sacharóza, a 
nepřispívají  tím  k  rozvoji  obezity.  Nejsou  také  karcinogenní,  jak  bylo  prokázáno  u 
konvenčních umělých sladidel (např. aspartam). [2]
Akutní toxická dávka pro krysy je kolem 8 g.kg-1 tělesné váhy,  ale předávkování stévií 
prakticky není možné. Při tak velkých dávkách je totiž její sladká chuť až odporná. Navíc se 
ve  sladidlech  nikdy  nepoužívají  pouze  čisté  steviolglykosidy,  ale  jsou  doplněny  dalšími 
látkami. [19]
Stévie je vhodná pro dospělé a seniory. Účinky na děti a těhotné ženy jsou v současné době 
podrobovány  studiím.  Zatím  se  ale  zdá,  že  při  rozumném  dávkování  je  užívání  stévie 
bezpečné  pro  všechny  věkové  skupiny.  Maximální  denní  příjem  steviolglykosidů  byl 
Evropským úřadem pro bezpečnost potravin (EFSA) stanoven na 4 mg.kg-1 tělesné hmotnosti. 
[19, 20, 21]
Stévie byla dlouho podezírána z řady nežádoucích účinků na lidský organismus. Mimo jiné 
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z kancerogenity, teratogenity a antikoncepčních účinků. Do dnešní doby bylo provedeno asi 
150 studií zaměřené na nežádoucí účinky steviolových sladidel a žádná z těchto nařčení se 
nepotvrdila. [19, 20]
V Japonsku je stévie používána jako oficiální sladidlo již více než 30 let a za tuto dobu 
nebyly  zaznamenány  žádné  zdravotní  obtíže  způsobené  jejím  užíváním.  Oproti  tomu  ve 
Spojených státech Amerických (USA),  kde je  jako náhradní  sladidlo nejčastěji  používaný 
aspartam, trpí velké procento uživatelů neurologickými obtížemi, zhoubnými nádory mozku, 
nauzeou,  ztrátami  paměti  a  dalšími  komplikacemi,  spojovanými  právě  s  masovým 
používáním aspartamu.  U nás  jsou  přírodní  sladidla  stále  značně  opomíjená  a  ke  snížení 
kalorické hodnoty potravin jsou stále využívána sladidla syntetická i přes jejich prokázané 
negativní účinky. [6, 16, 21]
2.1.8    Výroba steviolglykosidů
K získání steviolglykosidů z listů stévie používají všichni výrobci prakticky stejný postup. 
Rozdíl je až v následné purifikaci a separaci. Základní extrakční kroky jsou tyto – nejdříve je 
prováděna extrakce steviolových glykosidů rozpuštěním listů v teplé nebo horké vodě. Dále 
následuje flokulace, filtrace, vakuové odpaření a adsorpce, kterou jsou glykosidy uvolněny od 
ethanolu. Na závěr se provádí čištění: iontově-výměnné a krystalizace. [18]
2.1.9    Stévie na trhu a její využití 
Slazení stévií je bezesporu výhodné po stránce zdravotní i ekonomické. Výtěžek sladidla 
při pěstování stévie je velký a k oslazení vybraného produktu je potřeba minimální množství 
extraktu, vzhledem k jeho sladivosti, která je řádově stonásobně vyšší než sladivost sacharózy. 
A právě proto je stévie trnem v oku velkým firmám, vyrábějící umělá sladidla. Lobby těchto 
firem je považováno za největší překážku v rozvoji používání stévie a jejích extraktů. [3, 9]
V šedesátých letech byl v USA povolen aspartam jako náhradní sladidlo i přes své četné 
negativní  účinky  na  lidský  organismus,  mezi  které  patří  především  kancerogenita  a 
poškozování  centrálního nervového systému.  Ve stejné době Japonsko zakázalo používání 
aspartamu právě pro jeho negativní vliv na lidské zdraví a jako náhradní sladidlo doporučilo 
používání  steviolových  glykosidů.  V  polovině  osmdesátých  let  zahájila  FDA (Úřad  pro 
kontrolu potravin a léčiv) agresivní kampaň proti používání veškerých produktů ze stévie, 
která zahrnovala embarga, prohlídky a zabavování zboží. V roce 1991 byla podána anonymní 
stížnost  na  používání  stévie,  ve  které  byly  produkty  ze  stévie  nařčeny  z  kancerogenity, 
mutagenity a teratogenity. V návaznosti na tuto stížnost byl zakázán veškerý dovoz stévie do 
zemí USA a stévie byla klasifikována jako nebezpečná potravinová přísada, navzdory dlouhé 
historii  bezpečného užívání po celém světě  a četným studiím,  dokládající  její  bezpečnost. 
Stévie zcela vymizela z amerického trhu, zatímco v řadě zemí jako v Číně, Japonsku, Brazílii, 
Izraeli,  Malajsii  a  dokonce  i  Německu  byla  dále  pěstována  a  užívána.  V roce  1994  byl 
schválen zákon, který, navzdory námitkám FDA, umožnil opětovný vstup stévie na trh. V 
USA smí být používána jako potravinový doplněk, ale nesmí být prezentována jako sladidlo. 
[2, 3, 9]
V roce 2006 provedla Světová zdravotnická organizace (WHO) rozsáhlou vědeckou studii, 
která vyvrátila negativní účinky, ze kterých byla stévie podezírána a naopak prokázala její 
pozitivní vliv v terapii hypertenze a cukrovky. [2]
17
V Evropě  bylo  používání  stévie  značně  omezené.  Teprve  14.  11.  2011 byly steviolové 
glykosidy schváleny v celé EU jako potravinové aditivum pod označením E960. Od 5. 12. 
2011 je možno prodávat extrakty stévie a výrobky, které je obsahují. Celá rostlina nebo její 
části zatím k prodeji jako potravinový doplněk povoleny nejsou. Podle nařízení EU ze dne 15. 
12. 2012 nesmí být u potravinových doplňků, bylin a bylinných přípravků uváděna jakákoliv 
zdravotní tvrzení a toto omezení se vztahuje i na stévii. [6]
Největší  uplatnění  zatím  nachází  stévie  v  nápojích,  džusech,  sirupech,  alkoholických 
nápojích.  Jsou  ale  i  firmy,  které  stévií  přislazují  zubní  pasty,  mléčné  výrobky,  zmrzliny, 
konzervované ovoce,  cukrovinky,  žvýkačky,  cereálie,  dezerty,  pomazánky a některé  dietní 
potraviny  určené  pro  diabetiky.  Dále  je  možné  koupit  stolní  sladidla  s  obsahem 
steviolglykosidů a to ve formě prášku, tablet nebo kapek. [8, 12]
Největším spotřebitelem steviosidů na světě je beze sporu Japonsko. Zde se toto sladidlo 
používá ke slazené prakticky všeho, od sojové omáčky po cukrovinky a nápoje. I velké firmy, 
jako  například  Coca-Cola,  používají  v  Japonsku  steviolové  výtažky  namísto  chemických 
umělých  sladidel.  Právě  společnost  Coca-Cola  plánuje  rozšíření  nabídky  light  nápojů  s 
výtažky stévie i do zemí EU. [8, 10]
U nás jsou již steviolová sladidla běžně k dostání v lékárnách nebo obchodech se zdravou 
výživou. Sušenými listy stévie jsou dochucovány bylinné směsi, nesmí být ale označeny jako 
potravinový doplněk.  Dále  jsou na našem trhu doslazované steviosidy,  především nápoje. 
Například společnost Kofola uvedla necelé tři měsíce po povolení stévie v EU na trh Kofolu 
bez  cukru  slazenou stévií.  Společnost  Jupík  vyrábí  nápoj  určený pro  děti  slazený z  části 
steviolovými extrakty a z části  gloukózo-fruktózovým sirupem. Postupně se ale objevují i 
další druhy potravin. Zatím je však ve většině výrobků nahrazena jen část umělých sladidel 
sladkými glykosidy a větší část je stále tvořena sladidly chemickými. Jde tedy spíše o klamání 
spotřebitele. Stévii nebo sladidla s obsahem steviosidů lze také použít k přípravě různých těst. 
Vyžaduje to ale úpravu receptů a individuální dávkování. [3, 18]
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Obr. 8: Některé komerční výrobky slazené stévií dostupné na našem trhu.
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2.2    Kapalinová chromatografie
Kapalinová  chromatografie  (LC)  je  metoda,  která  využívá  dělení  analytu  mezi  dvěma 
fázemi. Mobilní fází (MF) je kapalina, stacionární fáze (SF) nabývá v chromatografii různých 
forem. Někdy jsou to částečky o velikosti několika mikrometrů, jindy je to tenká vrstvička 
kapaliny nanesená na tuhých částicích nebo to může být tenký povrch kapaliny nanesený na 
vnitřní stěně kapiláry. O separaci složek vzorku rozhoduje nejen jejich interakce se stacionární 
fází, ale rovněž použitá mobilní fáze. [22, 23]
Vysokoúčinná  kapalinová  chromatografie  (HPLC)  byla  vyvinuta  z  klasické  kolonové 
chromatografie.  Vysoké  účinnosti  a  rychlosti  se  dosahuje  použitím  kolon  s  náplněmi  o 
velikosti částic několik mikrometrů, poměrně velkých průtoků mobilní fáze a vysokého tlaku 
Jako stacionární fáze se používá převážně silikagel s modifikovaným povrchem. [22, 23]
2.2.1    Historie
Chromatografickými metodami jsme schopni separovat prakticky všechny organické látky. 
Jako  první  popsal  chromatografii  na  přelomu  19.  a  20.  století  ruský  botanik  Michail 
Semjonovič  Cvět,  dodnes  považovaný  za  otce  chromatografie.  Metoda  byla  ale  dlouho 
v pozadí za ostatními separačními technikami. [24, 25, 26]
Obr. 9: Dobové vybavení chromatografie. Průkopnická práce  byla založena na rozdělování  
listových chloroplastových barviv z rostlinných extraktů na skleněné koloně, která byla 
naplněna práškovým CaCO3 a vymývána organickým sirouhlíkem (CS2). [27]
Cvětem byl zaveden i název “chromatografie”, pocházející z řečtiny. Tato původní 
sloupcová chromatografie sice separovala i složité přírodní směsi, měla však mnoho 
nedostatků a chyb, a proto ustoupila do pozadí za ostatní chromatografické techniky a byla 
téměř zapomenuta. V roce 1931 však chemici Kuhn a Lederer nastartovali znovu 
chromatografický rozvoj a přispěli ke zdokonalení chromatografie jak po teoretické, tak i 
praktické stránce. Na začátku 50. let 20. století pánové Martin a Synge dokázali na malých 
molekulách aminokyselin, že separační rychlost je limitována rychlostí difúze rozpuštěné 
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látky z kapalné fáze, za což získali v roce 1952 Nobelovu cenu. K tomuto experimentu na 
principu rozdělovací chromatografie, kde byly separovány a posléze titračně detekovány 
těkavé mastné kyseliny, se použily tyto parametry: nosič (rozsivková zemina), stacionární 
fáze (silikonový olej s kyselinou stearovou) a nosný plyn (N2). [24, 25, 27]
V letech 1950 – 1959 se zkoušela různá média, kdy nejprve kolektiv Sober, Peterson a 
Gutter  zavedli  média  na  bázi  celulózy  (iontoměniče),  následně  chemici  Porath  a  Flodin 
poprvé použili  dextran pro gelovou filtraci.  V dalších letech konečně došlo k bouřlivému 
rozvoji  vysokoúčinné  kapalinové  chromatografie  (“High  Performance  Liquid 
Chromatography”),  která  byla  odvozena z  plynové chromatografie.  Prodávaly se ve velké 
míře kapalinové chromatografy, vycházel dostatek publikací a miniaturizovaly se kolony a 
ostatní části HPLC. Na trh se dostala i nová média s vyšší mechanickou odolností např.     CL-
agaróza (“cross - linked”), která pro separaci umožňují použít vysoké tlaky. Pod obchodním 
názvem “Fast Protein Liquid Chromatography” (FPLC) byl uveden systém      bio-HPLC k 
separaci biopolymerů. Na konci 20. století se techniky HPLC zdokonalovaly –  zkracovala se 
doba separace na několik minut a zvyšovalo se rozlišení. [24, 28]
V ČR k vývoji chromatografie pomohl kolektiv kolem J. Janáka, který vyrobil Janákův 
objemový chromatograf. Jako SF použili uhlíkaté molekulové síto, přes které proudil nosný 
plyn CO2. Analyty procházely kolonou k detekční části, byretě s KOH, do které byl CO2 
pohlcován. Nekyselá složka se shromažďovala nad hladinou KOH. Ta se postupně 
vyrovnávala, aby bylo možné přesně odečíst objem. [24, 29]
2.2.2    Základní charakteristika
V současnosti  je  kapalinová  chromatografie  jednou z  nejvíce využívaných analytických 
metod a její význam stále roste. Pomocí LC jsme schopni separovat přibližně 80 % sloučenin 
převážně organického původu, které musejí být netěkavé a tepelně stálé. Lze ji využít pro 
analýzu vysokomolekulárních a biochemicky významných látek, zejména ve farmaceutickém 
průmyslu, biochemii, v průmyslu potravinářském, krmivářském, ve zpracování plastických 
hmot i dřeva a v neposlední řadě i ke kontrole čistoty životního prostředí. V analýze léčiv má 
LC podstatně širší využití než chromatografie plynová, jelikož většina léčiv není těkavá. [30, 
31]
Chromatografické  metody  představují  jednu  z  nejdůležitějších  separačních  oblastí. 
Primárně  se  rozdělují  podle  skupenství  MF na  chromatografii  plynovou,  kapalinovou a  s 
tekutinou v nadkritickém stavu. Chromatografii se však dá rozdělit i podle SF, které mohou 
být přítomny v různým skupenstvích a modifikacích. Zpravidla existují tři formy: částečky o 
velikosti několika mikrometrů, tenká vrstva kapaliny nanesená na tuhý nosič a tenký povrch 
kapaliny na vnitřní  stěně kapiláry.  Sorbentem tedy rozumíme náplň v koloně,  přes kterou 
prochází MF. Pro všechny metody LC platí, že MF tvoří kapalina. Umístění sorbentu je další 
hledisko, podle kterého můžeme chromatografické metody dělit. Sorbent jako stacionární fáze 
může být  umístěn  plošně (vrstva)  nebo  v  uzavřené  trubici (kolona,  sloupec).  U plošného 
klasického provedení je délka kolony 0,5 m, vnitřní průměr cca 10 mm a průměr částic SF v 
rozmezí  0,05 – 1 mm.  MF se pohybuje pomocí  gravitace s  průtokovou rychlostí  několik 
ml.min-1. Jde o málo účinnou separaci s dlouhou dobou analýzy. Tato metoda byla používána 
do poloviny 60. let. Nyní se uplatňuje pro orientační separační analýzu jednoduchých směsí 
jako  papírová  nebo  tenkovrstvá  chromatografie.  V  současnosti  se  využívá  kolonová 
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chromatografie, ve které se na rozdíl od plošné pohybuje MF za pomocí čerpadla. [31]
Podle vyvíjení lze chromatografii rozdělit na frontální, vytěsňovací a eluční. Při frontálním 
vyvíjení slouží  současně vzorek jako MF. Do chromatografického systému se kontinuálně 
přivádí  vzorek,  který migruje  kolonou a jednotlivé složky vzorku se zpomalují.  Z kolony 
nejdříve vychází rozpouštědlo, potom rozpouštědlo s nejméně zadržovanou složkou, následně 
se  k  této  složce  přidá  druhá  nejméně  zadržovaná  složka  atd.  Nakonec  z  kolony vychází 
původní celý vzorek tzn. sloučenina, která se dávkovala do kolony na začátku. Na stejném 
principu v přírodě pracuje např. migrace vody půdou. U vytěsňovací metody se kontinuálně 
dávkuje vzorek, za který se nadávkuje vytěsňovací činidlo, které tlačí celý vzorek před sebou. 
To je způsobeno silnější interakcí se SF než s kteroukoliv jinou složkou. [28, 30]
Obr. 10: Frontální a vytěsňovací metoda. [22]
Nejvíce využívaným vyvíjením je však eluční vymývání látek z kolony. MF je nazývána 
elučním  činidlem  a  síla  vymývání  látek  z  kolony  jako  eluční  síla,  podle  které  jsou 
rozpouštědla  (MF)  seřazena  v  eluotropické  řadě.  Do  systému  se  jednorázově  nadávkuje 
vzorek  v  co  nejužší  a  nejkoncentrovanější  zóně.  Za  vzorek  se  kontinuálně  přivádí 
rozpouštědlo (MF). Interakce MF a SF jsou slabší než interakce vzorku. Rozpouštědlo tedy na 
rozdíl  od vytěsňovací metody nežene analyty před sebe. Jednotlivé složky vzorku migrují 
systémem ve formě oddělených zón, seřazených podle interakce se SF. [22, 28]
Obr. 11: Eluční metoda. [22]
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2.2.3    Princip metody 
Podstatou  metody je  rozdělení  látek  mezi  dvě  vzájemně nemísitelné fáze – pohyblivou 
(mobilní)  a  nepohyblivou  (stacionární).  Pokud  dáme  do  dvou  vzájemně  nemísitelných 
rozpouštědel (např. hexan a voda) neznámou látku, tak se její složky rozdělí mezi jednotlivá 
rozpouštědla v závislosti na afinitě k daných rozpouštědlům. Po čase se ustanoví rovnováha, 
kdy část analytů bude v MF a část ve SF. [30, 31, 32]
Chromatografie je tedy separační metoda, která je založená na rovnovážné distribuci složek 
vzorku mezi dvěma fázemi. HPLC však zrychluje analýzu pomocí vysokotlakého čerpadla a 
možnosti využití malých velikostí částic SF v koloně. [28, 30, 31]
Na začátek  kolony se  nadávkuje  vzorek,  který  MF unáší  optimální  rychlostí  přes  kolonu 
směrem k detektoru. Složky postupují pomaleji než samotná MF a různou rychlostí. Doba, 
kterou analyty stráví na sorbentu, je totiž závislá na velikosti jejich interakce mezi složkou a 
sorbentem. Zjednodušeně řečeno čím větší je interakce mezi odseparovanou složkou a SF, tím 
déle se analyt zdrží v koloně a tím větší má retenční čas (objem). [32, 33]
Rychlost pohybu zóny je dána poměrem množství látky v obou fázích. Může dojít ke 2 
limitním případům: 
• Všechen analyt je v MF, a proto se pohybuje stejně rychle jako MF. Jde o nejkratší čas 
(objem), který může složka strávit v koloně tzv. mrtvý čas (objem). 
• Analyt se kolonou nepohybuje, všechen analyt je totiž ve SF a za daných podmínek ho 
nelze dostat ven z kolony.
Vzorek by se  měl  tedy vyskytovat  mezi  oběma mezemi,  část  ve SF a  MF.  Složky tak 
migrují systémem různou rychlostí a mají různý retenční čas. [30]
HPLC umožňuje separaci složek směsi, kterou lze kvalitativně i kvantitativně vyhodnotit. 
Minimální  množství  vzorku  je  v  řádech  µl  a  citlivost  analýzy  je  závislá  na  použitém 
detektoru. Vysoké účinnosti a rychlosti se dosáhne pomocí velkých průtoků MF (vysokotlaké 
čerpadlo) a optimálních kolon, které jsou naplněny malými částicemi pravidelného tvaru o 
stejné  velikosti,  které  homogenně  vyplňují  kolonu.  Je  potřeba  takové  konstrukce  celého 
přístroje, aby odolávala tlakům 30 – 60 MPa. Na výstupu z kolony jsou látky kontinuálně 
monitorovány citlivými detektory. Signál detektoru je zpracován počítačem. [28, 33, 34]
V dnešní době se u této techniky nejčastěji praktikují systémy s obrácenými fázemi (RPC). 
Na rozdíl od systémů s normálními fázemi, kde SF vykazuje vyšší polaritu než MF, je MF 
naopak více polární. Eluční síla tedy roste s klesající polaritou organického rozpouštědla. Jako 
stacionární  fáze  se  používá  převážně  silikagel  s  modifikovaným  povrchem,  nejčastěji  s 
dlouhými  uhlovodíkovými  řetězci  C18.  Mobilní  fází  jsou  nejčastěji  polární  organická 
rozpouštědla  jako  např.  alkoholy  (methanol),  ethery  (tetrahydrofuran,  diethylether)  nebo 
nitrily (acetonitril). Tyto eluenty ovšem mají vysokou eluční sílu, a proto se využívají v praxi 
ve vhodném poměru s vodou. [31, 33, 35]
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Samotná separace látek je závislá na několika faktorech:
• Vlastnosti analyzovaných látek 
• Interakce analytů s MF a SF 
• Typy, vlastnosti SF 
• Složení MF 
• Geometrické parametry kolony 
• Dávkovací zařízení, detektor 
• Průtok, pracovní teplota
2.2.4    Základní pojmy
Záznam odezvy chromatografického  detektoru  na  čase  se  nazývá  chromatogram.  Zóny 
procházejících separovaných látek jsou identifikovány jako koncentrační  profily (píky).  V 
ideálním případě je chromatografický pík symetrický a má Gaussovský tvar.
Distribuční konstanta (KD)
Chromatografické separační metody jsou založeny na rovnovážné distribuci složek vzorku 
mezi dvě nemísitelné fáze, mezi nimiž dochází k opakovanému vytváření rovnovážných stavů 
separovaných  látek.  Distribuci  složky  mezi  dvěma  fázemi  můžeme  popsat  poměrem 
rovnovážných koncentrací složky ve dvou koexistujících fázích tzv. distribuční (rozdělovací) 
konstantou KD:
K D=
 A s
 Am
=
nAs
nA m
.
V m
V s
        (1)
kde (nA)s a (nA)m jsou látková množství složky A ve stacionární a mobilní fázi a Vs a Vm 
jejich  objemy.  Čím  delší  čas  stráví  molekuly  ve  SF,  tím  vyšší  je  retence  a  distribuční 
konstanta dané látky. Pro separaci jednotlivých složek jsou tedy nezbytné rozdílné distribuční 
konstanty. [28, 30]
Pokud je na tuhé SF látka zpomalována adsorpcí, ustalování rovnováhy se řídí adsorpční 
izotermou,  kterou  lze  popsat  Freundlichovou  nebo  Langmuirovou  izotermou.  Při 
izotermickém ději je teplota konstantní. Pro Langmuirovu izotermu platí:
c s =c s−max  .
b.cm 
1+b .cm 
        (2)
  
kde cm je koncentrace složky analytu v MF, cs koncentrace složky ve SF, b a cs-max jsou 
konstanty, které značí maximální jednotkové adsorbované množství. Je-li látka rozdělována 
mezi  dvě  navzájem  nemísitelné  kapaliny,  ustaluje  se  rovnováha  pomocí  Nernstova 
rozdělovacího zákona. [26]
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Kapacitní poměr (k)
Kapacitní poměr je množství separované látky ve stacionární a mobilní fázi, které vyjadřuje 
kapacitu kolony. Kapacitní poměr je bezrozměrné číslo a je mírou retence solutu v koloně. 
Čím větší je tato hodnota, tím déle je analyt v koloně zadržován a tím později je eluován. 
Vysoké hodnoty jsou proto nevhodné. Je definován výrazem:
k=
nA s
nA s
=K D .
V s
V m
=K D . β         (3)     
kde Vs a Vm jsou objemové veličiny, které udávají tzv. fázový poměr β. [26, 36]
Retenční charakteristiky
Celkový objem kolony (Vc) 
VC lze rozdělit na tři části:
V c=V 0 +V i +V sk =V M +V sk         (4)    
kde V0 je objem MF uvnitř pórů částeček náplně, Vi  stagnující objem, Vsk objem matrice 
náplně a VM celkový objem MF v koloně (objem v i mezi póry náplně). [28, 36]
Geometrie píku
Šířka chromatografického píku se odečítá na úrovni základní linie, v polovině výšky píku i 
v inflexním bodě. Výška píku je vzdálenost mezi základní linií a maximem píku. Plocha píku 
je prostor ohraničený tečnami vzestupné a sestupné linie píku a vypočítá se pomocí numerické 
integrace. [26, 28]
Eluční  (retenční)  čas  (tR)  je  časový interval  od nástřiku vzorku do okamžiku průchodu 
maximální koncentrace látky detektorem a dosažení maxima eluční křivky. Retenční objem je 
celkový objem MF, proteklý od nástřiku vzorku po maximum dané eluční křivky a je v úzkém 
vztahu s retenčním časem: 
V R=F m . t R         (5)
kde Fm je objemová rychlost [cm3.s-1], která je součinem lineární rychlosti MF a průřezu 
kolony. [28]
Z této rovnice lze odvodit hodnotu retenčního objemu a času:
 tR =t M 1+k          (6)
 V R=V M 1+k      (7)
kde VM je mrtvý objem kolony, tM mrtvý retenční čas, který proteče kolonou se shodnou 
rychlostí jako MF, protože analyt není SF zadržován. [26]
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Redukovaný  retenční  čas  (t´R)  lze  popsat  jako  dobu,  kterou  složka  stráví  ve  SF. 
Charakterizuje se rozdílem mezi retenčním časem analytu a mrtvým časem MF. Redukovaný 
retenční objem (V´R) lze popsat obdobně. [36]
  tR
, =t R−tM         (8)
V R
, =V R−V M     (9)
Obr. 12: Eluční profil při kolonové kapalinové chromatografii, kde h je výška píku, Y šířka 
píku na základně, Y1/2 šířka píku v polovině výšky a A plocha píku. [17]
Retenční faktor (k)
Retenční  faktor  je  jedna  z  nejvyužívanějších  retenčních  veličin,  kterou  lze  popsat  jako 
poměr  objemů  nebo  časů,  které  sloučenina  během  separace  stráví  ve  fázi  stacionární  a 
mobilní. [30, 37]
Udává tedy kolikrát více času stráví analyt ve SF než v MF a je dán vztahy:
 k=
 tR−t M 
tM
=
tR
,
tM
        (10)
 k=
V R−V M 
V M
=
V R
,
V M
   (11)
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Rozlišení v chromatografii (RS)
Ani  vysoký  počet  teoretických  pater  nemusí  umožnit  dokonalou  separaci  dvou  složek. 
Rozlišení umožňuje číselně vyjádřit schopnost chromatografického systému vzájemně oddělit 
analyty a lze ji zjistit pomocí základních parametrů z chromatogramu. Je popsán vztahem:
 R1,2=
 F sel . F kap . F úč 
4
 (12)
kde Fsel je faktor selektivity,  Fkap faktor kapacity a Fúč faktor účinnosti.  Tyto faktory lze 
ovlivnit  teplotou,  délkou kolony, velikostí  částic,  průtokem a volbou MF a SF. V případě 
symetrických píků většinou postačí rozlišení 1, kdy látky považujeme za odseparované. [30]
Separační faktor (a)
Popisuje  vzájemnou  retenci  dvou  analytů  a  číselně  vyjadřuje  selektivitu  mobilní  a 
stacionární fáze daného systému vůči separovaným látkám. [28, 30]
Pro určitou dvojici látek je definován vztahem: 
  a=
k 2
k 1
=
tR2
,
t R1
,  (13)
Eluční charakteristiky
Je-li složení MF a poměr jejích složek v průběhu celého měření konstantní, mluvíme o tzv. 
izokratické eluci. Naopak, pokud se MF během separace kontinuálně mění a její eluční síla 
vzrůstá, jde o tzv.  gradientovou eluci, kdy  je možno měnit polaritu, pH nebo iontovou sílu 
mobilní fáze a ovlivňovat tak interakci analytů se SF. Při izokratické separaci se používají 
předem namíchané, odplyněné MF. Analyty, které se v koloně za pomocí eluce zdrží, mohou 
vytvářet široké rozmyté píky. [28, 31, 35]
Gradientová  eluce  je  nejpoužívanější  a  nejúčinnější  technikou  selektivní  změny  na 
analytické HPLC metodě. Složení MF se mění s časem a v průběhu separace se zvyšuje eluční 
síla.  Gradient  může  být  spojitý  (lineární,  exponenciální)  nebo  stupňovitý.  Na  rozdíl  od 
izokratické eluce jsou píky v chromatogramu užší a ostřejší a dochází většinou k účinnějšímu 
rozdělení, úspoře času a je možné analyzovat látky i při nízké koncentraci. I přes tyto aspekty 
má gradient i některé nevýhody jako je vysoký drift základní linie, náročnější instrumentace 
(čerpadla), limitace ve výběru detektoru a nutnost dostat kolonu při opakovaných analýzách 
vždy zpět do počátečního stavu. [26]
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Účinnost chromatografické kolony
Účinnost je schopnost separovat složky směsi, která klesá s rostoucí rychlostí rozmývání 
zón separovaných analytů. Účinnost kolony se dá matematicky vyjádřit jako odmocnina počtu 
teoretických pater (n), což je   počet elementárních rovnovážných jednotek na délku kolony. 
Kolona může být totiž rozdělena na úseky tzv. patra. V praxi však toto rozdělení neexistuje, 
protože kolona je kontinuální. Účinnosti chromatografických kolon se tedy vyjadřuje výškou 
píku a počtem teoretických pater, což je bezrozměrná veličina. [36, 38]
Čím více je teoretických pater, tím je kolona účinnější a analýza delší. Je proto nezbytné 
použít dlouhou kolonu a vysoké tlaky. Za podmínky Gaussovského symetrického píku lze 
počet teoretických pater vyjádřit rovnicí:
  n=
t Ri
2
si
2 =16 .
t Ri
2
Y 1
2=5,54 .
tRi
2
Y 2
2  (14)
kde n je počet teoretických pater kolony, tRi retenční čas látky i, si pološířka příslušného 
chromatografického  píku  v inflexním  bodě,  Y1 šířka  píku  při  základně  a  Y2 šířka  píku 
v polovině výšky. [26, 36, 38]
Pro porovnání účinnosti kolon různých délek se používá údaj o výšce teoretického patra 
tzv. výškový ekvivalent teoretického patra: 
H= L
n  (15)
kde L je délka kolony. [28] 
Dynamická  van  Deemterova  teorie  popisuje,  které  děje  rozšiřují  (rozmývají)  zóny 
separovaných látek v koloně a zvyšují údaj H. [7, 15, 18] Je založena na třech procesech:
1. Vířivá difúze v MF
2. Molekulární difúze v MF
3. Odpor proti převodu hmoty v MF a SF
Sleduje se vliv lineární rychlosti MF na účinnost separace: 
 u=
L
t M
 (16)
kde L je délka kolony a tM mrtvý čas. [36, 38]
Výšku teoretického patra lze vyjádřit i jako součet dílčích příspěvků:
 H=H F +H L+H M  (17)
kde HF je příspěvek vířivé difúze, HL molekulární difúze a HM  odporu proti převodu hmoty. 
[36, 38]
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Vířivá (turbulentní) difúze v MF
Souvisí s nepravidelností SF. MF v širších kanálcích protéká přímo a rychleji než v užších. 
Proto se různé porovnávané molekuly za určitou dobu dostanou do jiné vzdálenosti. Příspěvek 
vířivé  difúze  k rozmytí  zón  je  závislý  pouze  na  rozměrech  částic  SF  a  pravidelnosti 
uspořádání náplně kolony. [7, 15, 18]
   H F =A=l . d p  (18)
kde  A je  konstantní  člen  van  Deemterovy rovnice,  l  koeficient  nerovnoměrného plnění 
chromatografické kolony a dp velikost částic náplně kolony. Člen A nelze u náplňových kolon 
eliminovat, u kapilárních kolon příspěvek odpadá. [28, 30]
Molekulová difúze v MF
Molekuly se  snaží  pronikat  z místa  s vyšší  koncentrací  do místa  s  nižší  koncentrací  ve 
směru i proti toku MF a rozšiřovat svou zónu. Difúzní člen B se uplatňuje hlavně při malých 
průtokových rychlostech a tento příspěvek je dán rovnicí:
 H L=
r . Dm 
u
= B
u
 (19)
kde Dm je difúzní koeficient, g korekční faktor charakterizující tvar kanálků v náplni kolony 
a u průtoková rychlost MF. HL narůstá s časem, který složka stráví v koloně a je nepřímo 
úměrná lineární rychlosti MF. [28, 30]
Odpor proti převodu hmoty ve SF a MF
Rychlost převodu hmoty mezi fázemi je dána difúzí složky v pórech nosiče se SF nebo 
stagnací v MF, tloušťkou vrstvy SF, tvarem a velikostí zrn náplně. Čím je tenčí film SF, tím 
menší příspěvek má HM na účinnost, protože molekula složky proniká do různé hloubky SF. 
Při průchodu MF středem kanálku mají částice vyšší rychlost než na krajích kolony. Tyto 
limitní příspěvky lze charakterizovat vztahem:
 H M =C M +C S . u  (20)
kde CM (CS) je konstanta závislá na difúzním koeficientu analytu v MF (SF) a u průtoková 
rychlost MF. Příspěvek HM je přímo úměrný lineární rychlosti MF, neboť rychlý pohyb MF 
způsobí větší oddálení molekul. [28, 30]
V praxi se používá zkrácený zápis van Deemterovy rovnice:
 H=A+ Bu
+C . u  (21)
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Obr. 13: Závislost výškového ekvivalentu teoretického patra (H) na lineární průtokové 
rychlosti MF (u). Minimum křivky udává průtokové rychlosti, při které kolona vykazuje 
největší účinnost. Pro malé částice má tvar plató a lze pracovat v širším rozsahu průtoků bez 
ztráty účinnosti. [36]  
Mimokolonové příspěvky k rozšiřování zón 
K celkové šířce píku přispívá nejen kolona, ale i ostatní částí HPLC systému: 
• injektor (objem vzorku by měl být co nejmenší a jeho nástřik v pravém úhlu)
• spojovací trubice (musí být co nejkratší a mít malý vnitřní průměr)
• detektor (objem, geometrie detekční cely)
• elektronika (časové konstanty elektronických obvodů a zesilovačů) [39]
2.2.5    Rozdělení chromatografických metod
Různé analyty podléhají různé distribuci mezi MF a SF, a proto jsou rozdílně zadržovány 
nebo zpožďovány, neboť dělené látky mají rozdílnou afinitu ke SF. Chromatografii můžeme 
tedy rozdělit  podle  retenčního  mechanismu,  což  je  síla,  která  je  zodpovědná za  separaci. 
Interakce separovaných složek se SF i MF je různá kvalitativně (interakční mechanismy) i 
kvantitativně  (velikost  vzájemně  působících  sil).  SF  je  nepohyblivá  složka  s  konkrétně 
danými  vlastnostmi,  díky  nimž  probíhá  samotná  interakce  s  dělenými  látkami  a  určuje 
separační  mechanismus.  S výjimkou  sítového  efektu  jde  o  termodynamické  rovnováhy  a 
chemické  potenciály  analyzovaných  látek.  Separační  systém  se  volí  podle  molekulové 
hmotnosti analytů, rozpustnosti ve vodě nebo organickém rozpouštědle. V praxi se obvykle 
uplatňuje více typů interakcí současně. [31, 39]
Adsorpce
Adsorpční  kapalinová chromatografie  (LSC) využívá mezimolekulových přitažlivých sil 
mezi SF a analytem. SF je adsorbent, obvykle zrnitý materiál na bázi silikagelu, méně často 
na bázi oxidu kovu (např.Al2O3). Má kulovitý tvar s velkým povrchem a obsahuje póry. [36]
Tato metoda je vhodná k separaci látek lišících se funkčními skupinami. Na rozdíl od GC, 
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kde se analyt adsorbuje přímo na povrch adsorbentu, v LC je při adsorpci povrch adsorbentu 
obsazen monovrstvou molekul MF a molekuly analytu s nimi soutěží o aktivní místa na SF. 
Adsorpční  rovnováhu  lze  tedy  ovlivnit  složením MF.  Na  polární  SF  se  silněji  adsorbují 
polární  látky  a  adsorpce  je  podporována  nepolární  MF,  u  nepolárního  adsorbentu  je  to 
obráceně.  Přítomnost vody radikálně snižuje aktivitu procesu,  neboť se váže na adsorpční 
místa. [28, 39]
Nejprve byla využívána modifikace s polární SF (př. silikagel) a nepolární MF (př. hexan). 
Toto  uspořádání  se  z  historického  hlediska  označuje  jako  chromatografie  na  normálních 
fázích  (Normal-Phase  Chromatography). Nejméně  polární  látka  odchází  z  kolony  první, 
protože  se  nejméně zachycuje  na SF.  Tato modifikace  má menší  praktické využití  a  není 
vhodná pro separaci polárních látek, které většinou nevyjdou z kolony v rozumné době a to z 
důvodů jejich silné interakce se SF. [28, 30]
Obr. 14: Schéma interakcí v systému chromatografie na normálních fázích (NPC). [22]
Proto  byla  vyvinuta  jiná  metoda,  dnes  nejvyužívanější,  která  byla  pojmenována  jako 
chromatografie na obrácených fázích  (Reverse-Phase Chromatography).  Polarity MF a SF 
jsou v opačném uspořádání a polární látky tedy vychází z kolony jako první. SF může být 
nepolární  modifikovaný  silikagel,  MF  polární  směs  acetonitril/voda.  Toto  uspořádání  je 
daleko běžnější,  protože je aplikovatelné pro širší okruh analytů a lze separovat prakticky 
všechny látky v širokém spektru polarity. [28]
Obr. 15: Schéma interakcí v systému chromatografie na obrácených fázích (RPC). [22]
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Rozdělování
Při rozdělovací kapalinové chromatografii (LLC) dochází k rozdělení (rozpouštění) analytu 
mezi 2 vzájemně nemísitelné fáze,  jinak by docházelo k vymývání SF z kolony. Proto je 
důležité,  aby SF  byla  vázána  na  nosič,  nejčastěji  silikagel  nebo  sklo.  LLC využíváme  v 
systému kapalina – kapalina, kde SF je kapalná složka na povrchu inertního nosiče a MF je 
kapalina, která unáší rozpuštěné analyty. [30, 31]
Distribuční konstanta (KD) popisuje rovnováhu koncentrací analyzované složky ve SF a MF 
a je dán vztahem: 
 K D=
 A S
 AM
 (22)
kde (A)S je koncentrace SF a (A)M  koncentrace MF.
Mezi výhody LLC patří její použití na analyty v širokém rozsahu polarity, velký výběr fází, 
levná  MF,  rychlé  ustavení  rovnováhy  v koloně,  aplikace  na  biologické  systémy  (krevní 
plazma). Chemicky vázané fáze na bázi silikagelu jsou však stabilní jen v omezeném rozsahu 
pH (2,5 – 8). V kyselé oblasti dochází k hydrolýze vázaných funkčních skupin, v bazické je 
atakován povrch silikagelu. [30, 31]
Chemisorpce 
Na povrchu SF (silikagel) je chemicky vázaný měnič iontů, kde dochází k elektrostatickým 
přitažlivým interakcím mezi ionty opačného náboje. Jde o tzv. Coloumbovy síly.  Rychlost 
interakce  můžeme  modifikovat  změnou  pH  a  iontové  síly  MF.  SF  je  makromolekulární 
matrice  (polystyren,  celulóza  aj.)  s  vhodnými  funkčními  skupinami  kyselé  nebo  zásadité 
povahy, která musí mít elektrický náboj. Větší retenci mají ionty s větším nábojem, v případě 
stejně nabitých iontů s vyšší hmotností. Jako MF se používají vodné tlumivé roztoky kyselin, 
zásad či solí, jejichž ionty (protiionty) jsou v dynamické rovnováze s ionty měniče. Čím vyšší 
bude koncentrace protiiontů, tím více budou tyto ionty zadržovány měničem a tím rychlejší 
bude  eluce  analytů  z kolony.  Podle  disociace  funkčních  skupin  rozlišujeme  slabé  a  silné 
měniče kationtů nebo aniontů. [35, 40, 41]
Využívají se hlavně tyto funkční skupiny:
• katexy  (měniče  kationtů) –  sulfoskupina  [-SO3H, silný],  karboxylová  sk.  [-COOH, 
slabý]
• anexy  (měnič  aniontů) –  alkylamoniové  sk.  [-N(CH3)3+,  -NH(CH3)2+,  -NH2(CH3)+, 
-NH3+]
Silné anexy zaručují silné interakce pro slabě disociované látky a naopak slabé anexy jsou 
prostředkem slabých interakcí pro silně disociované skupiny. [40, 41]
Princip:  Na  chemicky  vázané  ionty  SF  jsou  elektrostaticky  fixovány  opačně  nabité 
protiionty, který jsou shodný s jedním z iontů MF. Při separaci je protiiont na SF zaměněn za 
stejně nabitý iont separované složky. Následně se zpětně zamění přebytkem iontů z MF. [30]
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Obr. 16: Princip iontově-výměnné chromatografie. A. – start B. – adsorpce iontů analytu na 
SF, C. – začátek desorpce, D. – desorpce dalšího analytu, E. – konec desorpce a F. – 
regenerace. [42]
Instrumentace a konstrukce je obdobná jako u klasické HPLC, problém však nastává při 
detekci rozseparovaných složek. UV-VIS detektor totiž nelze použít, pouze vodivostní, který 
měří vodivost eluátu mezi 2 elektrodami. V případě, že detektorem prochází analyt, vodivost 
se zvýší a v chromatogramu vznikne pík. Základní hladina je položena příliš vysoko a píky v 
chromatogramu jsou malé, protože MF samy o sobě mají velmi vysokou vodivost. [38, 39]
Obr. 17: Porovnání signálů detektoru: A. – bez potlačení, B. – s potlačením vlivu iontů 
elučního činidla. [30]
Je tedy nutné použít supresor, což je polopropustná membrána, která sníží vodivost MF 
záměnou iontů z kolony za ionty H+, OH-. Vzniklé molekuly mají potom nižší vodivost. Tato 
chromatografie se používá pro látky iontové povahy jako např. silné kyseliny, báze a soli. 
Některé neutrální látky lze však převést na nabité ionty. [39]
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Sítový efekt
V systému tuhá fáze – plyn mluvíme o chromatografii na molekulových sítech a v systému 
tuhá fáze – kapalina o gelové permeační chromatografii. Náplní kolony je gel s póry o přesně 
definované velikosti a průměru. Analyty jsou separovány podle své velikosti. Základní princip 
tohoto mechanismu spočívá v tom, že molekuly se rozdělují mezi pohyblivou MF, která se 
vyskytuje  mezi  zrny  gelu,  a  standardní  (nepohyblivou)  MF  uvnitř  pórů  gelu.  Pokud  je 
molekula tak velká, že se nevejde do póru, pokračuje dál. Jestliže se vejde, zachytí se v nich a 
tím se zdrží v koloně. V důsledku permeace jsou malé molekuly zdržovány v pórech déle než 
velké molekuly. Čím je totiž molekula menší, tím hlouběji do nich může proniknout. [28, 36]
Může dojít ke 3 možnostem: 
• exhluze – molekuly jsou tak velké, že nejsou zadržovány
• totální permeace – molekuly jsou příliš malé, nelze je separovat
• selektivní permeace – molekuly odchází z kolony v různých časech, je možně je od 
sebe oddělit
Afinitní chromatografie
Základem je biospecifická interakce antigen (ligand) – protilátka (analyt). Ligand, obvykle 
bílkovina, má silnou afinitu k analytu a obsahuje funkční skupiny pro vazbu na nosič. Do 
kolony se SF a s daným ligandem se nastříkne vzorek, z něhož se na ligand navážou pouze 
látky s komplementární vazbou, ostatní projdou a eluují se v mrtvém čase. Poté se změnou v 
koncentraci  solí,  pH nebo  teploty  uvolní  navázané  analyty  z vazby na  ligand  a  prochází 
kolonou k detektoru. Tato metoda se používá k separaci biologických makromolekul, které by 
jiný mechanismus od sebe neoddělil. [31, 36]
Chromatografie hydrofilních interakcí (HILIC)
HILIC je podobný reverznímu systému a patří k nejnovějším separačním mechanismům. Je 
schopen od sebe oddělit i látky, které mají podobnou polaritu. MF je směs vody a organického 
rozpouštědla, SF modifikovaný silikagel. Nepohyblivá vrstva v blízkosti SF (pseudopolární) 
je voda. Nad ní je pohybující se organické rozpouštědlo. [38]
V současnosti se nejčastěji používá systém obrácených fází (85 %), poté na normálních 
fázích (10 %) a v 5 % ostatní  chromatografické metody.  Současné trendy se zaměřují  na 
zkracování kolon a zmenšování velikosti částic sorbentu, používání kolon s menším vnitřním 
průměrem  a  kapilárních  kolon,  miniaturizaci  celých  separačních  systémů,  automatizaci 
analýz,  využití  ultravysokých  tlaků  a  zlepšení  vývoje metody  kapalinové  chromatografie 
spojené s hmotnostní spektrometrií (LC/MS). [31]
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2.2.6    Výhody a nevýhody HPLC
Výhody
• široká oblast použitelnosti – je možné analyzovat 80 % všech možných látek (polární i 
nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní, ionty nebo vysokomolekulární látky)
• možnost ovlivňovat separaci pomocí změny složení MF, která není inertní na rozdíl od 
MF plynové chromatografie (GC) a podílí se na separaci
• vysoká separační účinnost a rychlost
• reprodukovatelnost
• stabilita
• nízká mez detekce
Nevýhody
• složitý mechanismus separace
• náročná instrumentace 
• MF (kapalina) – separace neprobíhá tak rychle,  efektivně a účinně jako u plynové 
chromatografie, difúzní koeficienty látek v plynu jsou totiž větší než v kapalině
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2.3    HPLC instrumentace 
Chromatograf je přístroj, pomocí něhož se provádí separace látek. Výsledkem je záznam 
chromatografické separace tzv. chromatogram. Chromatografický systém je složen z několika 
částí:
• zásobník MF 
• vysokotlaké čerpadlo 
• dávkovací zařízení
• kolona (separace látek)
• detektor
• pc (záznam, zpracování dat)
U  moderních  sestav  jsou  tyto  komponenty  často  postaveny  na  sobě.  Pro  lepší 
reprodukovatelnost výsledků je možno buď temperovat kolonu na konstantní teplotu, nebo je 
možné teplotu kolonové skříně během separace měnit. Za detektorem je nutné zařadit jímač 
frakcí  a  lze  rovněž  využít  2  a  více  detektorů  řazených za  sebou.  Dnes  k  již  nezbytnými 
doplňkům patří také ochranné filtry, předkolony k odstranění nečistot MF nebo ventily pro 
přepojování chromatografických kolon v průběhu separace. Hlavním technickým problémem 
systému jsou velké tlaky, které vyžadují dokonalé těsnění všech spojů. [36, 38]
Hlavní  trendem,  podobně  jako  v  celé  analytice  vůbec,  je  miniaturizace.  K  tomu  patří 
snížená spotřeba rozpouštědel a vzorků nebo vyšší hmotnostní citlivost. Při snížení vnitřního 
průměru kolony se zároveň sníží optimální průtok a spotřeba MF. [28, 30]
Obr. 18: HPLC chromatograf. [31]
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2.3.1    Mobilní fáze a její příprava
Rozpouštědla, která se podílí na separaci, jsou seřazena podle eluotropní řady. Používají se 
chemikálie nejvyšší čistoty a připravené roztoky je nutno filtrovat, aby se zabránilo vstupu 
náhodných částic prachu.
V systému normálních fází se používá rozpouštědlo s co nejnižší eluční silou (např. hexan), 
v systému s obrácenými  fázemi binární  směs rozpouštědla  vysoké eluční  síly (acetonitril, 
methanol, tetrahydrofuran) a vody. Čím více vody je ve směsi, tím nižší je celková eluční síla 
MF.
Iontově-výměnná  chromatografie  využívá  pufry  a  gelová  permeační  chromatografie 
rozpouštědla, které mají jen přenášecí funkci a nepodílí se tedy na separaci látek, což je v 
kapalinové chromatografii výjimka. [28]
MF se připravuje v zásobních láhvích z barosilikátového skla, které musí být uzavřeny. V 
některých analýzách se totiž pracuje s toxickými rozpouštědly. V každé kapalině se rozpouští 
kyslík a jiné plyny. Je tedy nutné použít odplyňovač vzduchu, aby se v detektoru v důsledku 
tlakového  spádu  netvořily  vzduchové  bubliny  a  nedocházelo  k  nežádoucí  kompresi. 
K odplynění MF se využívá podtlak, ultrazvuk, probublávání heliem nebo kombinace těchto 
postupů. [33]
Nejčastěji se využívá vakuové odplynění. MF je nasávána přes polopropustné potrubí, které 
prochází vakuem. Bublinky plynu směřují  do vakuové komory,  odplyněná MF protéká do 
čerpadla přes filtr, který zachycuje mechanické nečistoty. [24, 43]
Obr. 19: Vakuové odplynění. [22]
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2.3.2    Čerpadla
Čerpadlo,  nebo-li  pumpa,  zajišťuje  průtok  MF v  jednotkách ml.min-1.  Můžeme je  dělit 
podle různých hledisek:
Rychlost průtoku
• vysokoprůtoková (více jak 10 ml.min-1)
• konvenční (0,2 - 10 ml.min-1) 
• nízkoprůtoková (méně jak 0,2ml.min-1) 
Způsob pohánění MF
• pístová
• injektorová
Pumpa musí mít takový výkon, aby byla schopná vyvinout potřebný tlak. Nastavený průtok 
by  měl  být  konstantní,  reprodukovatelný  a měl  by  tvořit  co  nejmenší  tlakové  pulzy.  K 
dosažení optimálního průtoku by čerpadla měla být vysokotlaká, protože kolony s velikostí 
částic SF v řádech mm kladou velký odpor. Pokud má čerpadlo malý vnitřní objem, dojde při 
změně MF k rychlejšímu promytí. Materiál pro konstrukci nesmí uvolňovat žádné látky ani 
jinak  ovlivňovat  MF.  Z  těchto  důvodů  se  nejčastěji  využívá  nerez,  keramika  nebo  plast. 
Součástí čerpadla je někdy mikroprocesor, který slouží k vyhlazení tlakových pulzů. [23, 25]
Typy čerpadel
Reciprokační čerpadlo
Pístové čerpadlo s kontinuálním režimem, který funguje na principu sání – výtlak. Dnes se 
však už nepoužívá, protože pulzuje. [28]
Čerpadlo s velkým objemem pístu 
V dnešní době se nevyužívá, neboť má několik nevýhod jako diskontinuální režim, obtížná 
tvorba gradientu a enormní nároky na těsnění. [28]
Dvoupístové sériově uspořádané čerpadlo
Nejpoužívanější uspořádání s písty za sebou. První píst má dvakrát větší objem než druhý. 
Pokud první píst tlačí, druhý saje, přičemž polovina objemu plní druhý píst a polovina jde 
přímo  na  kolonu.  Dochází  k  bezpulznímu  toku.  Pumpa  má  pouze  dva  ventily,  což  jsou 
nejproblémovější místa co se týče těsnosti. Využívají se safírové písty, které jsou sice drahé, 
snadno se přerazí, ale jsou velmi inertní. [28, 31]
Dvoupístové paralelně uspořádané čerpadlo 
V  porovnání  s  pumpou,  která  je  sériově  uspořádaná  není  úplně  ideální,  protože  má 
dvojnásobně více výstupních ventilů (4), které jsou náročné na těsnění.  Kapalině lze tedy 
obtížněji zabránit, aby se nevrátila zpět do pístu. [23]
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Čerpadlo pro malé průtoky
Čerpadlo  obsahuje  dělič  toku  a  používá  se  především  pro  kapilární  kapalinovou 
chromatografii. Pomocí elektronického zařízení část objemu MF vpustí do kolony a část do 
odpadu. [28]
Tvorba gradientu
Složení MF může být stálé (izokratická eluce) nebo se během separace měnit (gradientová 
eluce). S využitím zásobníků různých kapalin lze připravovat směsi kapalin. Některé přístroje 
jsou vybaveny zařízením pro tvorbu gradientu MF, které umožňuje měnit objemové složení 
MF v určitém čase pomocí více dvou a více složky. [39]
Na  začátku  zvolíme  složení  MF  s  malou  eluční  sílou,  aby  se  mohla  během  analýzy 
zvyšovat. Silně zadržované látky s vysokou indukční silou se daří lépe a rychleji separovat. 
Gradient se může tvořit v nízkotlaké části před čerpadlem nebo ve vysokotlaké části, kde je ke 
každé složce přiřazeno čerpadlo. [26]
2.3.3    Dávkování vzorku
Dávkovací zařízení musí odolat  především vysokému tlaku a zůstat těsné.  V moderních 
systémech se dávkování provádí automaticky a je ovládáno elektronicky nebo pneumaticky. 
Dokonce  existují  i  vícecestné ventily,  které  umožňují  přepínání  mezi  více  kolonami  nebo 
smyčkami. Mezi komerčně dostupné dávkovače patří Rheodyne, Valco a Waters. [36, 38]
Typy dávkovačů
Mikrostříkačka
Po propíchnutí septa se do proudu MF nanese vzorek. Dávkování injekční stříkačkou není 
příliš optimální, neboť vnáší stopy nečistot, neudrží tlak a špatně těsní. [30]
Dávkovací smyčka (kohout)
Nejpoužívanějším dávkovačem je šesticestný ventily s vyměnitelnou smyčkou, která se plní 
injekční  stříkačkou.  Objem  smyčky  se  pohybuje  od  desítek  nl  po  ml  a  dávkování  je 
reprodukovatelné. Velmi malé objemy se nastřikují do kapilárních kolon. [34]
Reprodukovatelný vzorek s konstantním objemem se dávkuje do vysokého tlaku. Dávkovač 
může existovat ve 2 polohách: V první poloze (load) je pumpa spojena přímo s kolonou, aby 
se dávkovací smyčka mohla plnit vzorkem, aniž by docházelo k jeho unášení MF. Otočením 
ventilem do nástřikové polohy je čerpadlo propojeno s kolonou přes dávkovací smyčku, aby 
se vzorek vypláchnul do kolony. [39, 43]
Před  zahájením  měření  se  doporučuje  několikrát  propláchnout  dávkovací  kohout 
destilovanou vodou, methanolem nebo MF. Vzorek musí být čirý, protože částice nebo zákal 
v  nich  mohou nezvratně  poškodit  kolonu.  Do dávkovacího  otvoru  se  jemně zasune  jehla 
injekční  stříkačky  skrz  septum  a  tlakem  na  píst  injekční  stříkačky  se  naplní  dávkovací 
smyčka. Nezasouvá se násilím na doraz.  Na konci odpadní kapiláry odteče několik kapek 
vzorku do skleněné nádobky. Ve stříkačce se nesmí nacházet žádná bublinka. Veškeré analýzy 
se provádí třikrát. Princip dávkování je schematicky znázorněn na obrázku. [24, 33]
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Obr. 20: Šesticestný ventil: A – s využitím dávkovací smyčky, B – s využitím vnitřního objemu 
ventilu, kde P je čerpadlo, C kolona, W odpad a S-vzorek. [26]
Automatický dávkovač
Trojcestný ventil, který má vysoké nároky na těsnění. V průběhu měření je možné měnit 
nadávkovaný objem v pc softwaru. [38]
2.3.4    Kolony
Kolony  jsou  naplněny  částicemi  různé  velikosti  (zrnění)  a  pórovitosti  s  pravidelným 
kulovitým tvarem částic a kratší difúzní dráhou. Jsou odolné vůči vysokému tlaku. Vnitřní 
stěna  kolony je  pokryta  inertním materiálem jako  např.  sklo,  teflon.  Trubice  je  na  obou 
koncích  uzavřena  porézními  disky,  které  propouští  mobilní  fázi.  V  průběhu  používání 
vysokých tlaků náplně kolony sesedají.  Délka kolony se pohybuje v rozmezí 15 – 25 cm s 
vnitřním průměrem 3 – 5 mm, standardně 4,6 mm. Zpravidla se využívají užší kolony, neboť 
mají menší spotřebu mobilní fáze, dochází v nich k nižší difúzi a jsou výhodnější pro spojení 
HPLC/MS. Vyžadují však speciální pumpy a detektory. 
Aby se  prodloužila  životnost  kolony,  je  před  ni  často  vkládána  předkolona  se  stejným 
sorbentem jako kolona, která slouží k zadržení nečistot a látek s příliš vysokou afinitou. V 
dnešních systémech jsou kolony umístěny v temperovaném prostoru. [31, 36]
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Stacionární fáze
SF je nejčastěji chemicky vázaná na nosič, aby nebyla vymývána z kolony. Nevýhodou je 
její citlivost na extrémní pH a vysokou koncentraci soli. [32]
Jako materiál pro SF se využívá: 
• neupravovaný silikagel – nelze použít při alkalickém pH 
• modifikovaný  silikagel (oktadecyl,  amino,  fluorouhlovodíkové  řetězce)  –  vložením 
polární skupiny do alkanového substituentu se zvyšuje odolnost vůči zhroucení při 
vysokém obsahu vody v MF
• oxidy kovů (Al2O3, TiO2) – dají se použít v širším rozsahu pH a na povrchu nemají 
zbytkové aktivní skupiny
• hybridní částice (organosiloxany např. styren-divinylbenzen) 
• monolity
Nejběžnějším materiálem pro přípravu sorbentů je silikagel  [SiO2(H2O)n] ve formě stejně 
velikých sférických částic,  což umožňuje dokonalé  homogenní  naplnění  kolony.  Obsahuje 
silanolové skupiny (SiOH) s aktivním vodíkovým atomem, který může být nahrazen různými 
funkčními skupinami. Většina SF je silaxonového typu (Si-O-Si-R). Pro lepší prostorovou 
dostupnost  analytů  se  funkční  skupiny  navazují  přes  propylovou  skupinu.  Nezreagované 
silanolové  skupiny však  interagují  s  polárními  molekulami  solutu  a  způsobují  nežádoucí 
chvostování píků. Platí pravidlo, že čím delší je alkyl, tím větší je retence nepolárních látek u 
reverzní chromatografie. Pro látky snadno denaturovatelné se používají SF s kratšími alkyly. 
[28, 30]
Povrch  je  silně  polární  a  poměrně  kyselý.  Jeho  derivatizací  kovalentním  navázáním 
vhodných  chemických  skupin  je  však  možno  docílit  definovatelných  vlastností  tohoto 
povrchu, zejména s ohledem na jeho polaritu. [28]
Obr. 21: Chemická struktura silikagelu. [36]
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2.3.5    Detektory
Detektor je zařízení, které kontinuálně sleduje složení eluátu a převádí tuto informaci na 
měřitelnou veličinu. Základní požadavky na kvalitu detekce jsou zejména vysoká citlivost, 
univerzalita (snaha detekovat různé typy látek), stabilita, maximální rychlost odezvy, malá 
citlivost  ke  změnám průtoku  a  tlaku  a  dostatečně  velký  poměr  mezi  šumem a  měřenou 
hodnotou.  Výsledkem  vyhodnocení  je  chromatogram,  jehož  kvalitativním  parametrem  je 
retenční čas maxima píků. Kvantitativní údaj lze vypočítat podle ploch a výšky píků daných 
analytů. [44]
Spektrofotometrický –  univerzální,  měří  absorbanci  elektromagnetického  záření  v  UV  a 
viditelné oblasti.
UV-VIS detektor s jedinou pevnou vlnovou délkou (VWD) – disperzní prvek je před měrnou 
celou a vybírá monochromatický paprsek o vhodné vlnové délce.  Jako zdroj  se nejčastěji 
využívá deuteriová lampa a detektorem je fotonásobič.
UV-VIS detektor s diodovým polem (DAD) – vzorek absorbuje různé vlnové délky a pomocí 
disperzního prvku (bez štěrbiny u výstupu) se paprsek rozloží. Rozložený paprsek dopadá na 
diodové pole v rovině, kde se měří intenzita paprsku odpovídající vlnové délky. Výsledkem je 
trojrozměrný  3-D  záznam  závislosti  vlnové  délky,  retenčního  času  a  intenzity  záření. 
Disperzní prvek je tedy až za měrnou celou. [36, 43]
Obr. 22: UV detektor s diodovým polem (DAD). [31]
Refraktometrický detektor –  univerzální  detektor,  který měří  index lomu.  Jeho princip  je 
založen na vychylování paprsku v měrné cele na rozhraní dvou prostředí o různé optické 
hustotě. V jedné části je čistá MF (referenční cela), v druhé části směs MF a složky z kolony 
(měrná cela). Paprsek ze zdroje prochází měrnou celou a pokud obsahuje neznámou složku, 
tak  se  vychýlí  a  intenzita  světla  se  sníží.  Pokud  je  v  obou  fázích  čistá  MF,  paprsek  se 
nevychyluje a intenzita světla je stejná. [31, 44]
Fluorimetrický  detektor – je  založen  na  principu  fluorescence  a  měření  sekundárního 
emisního záření, které látka vydá po absorpci primárního excitačního elektromagnetického 
záření. Doba trvání fotoluminiscence bývá u fluorescence 10-8 až 10-5 sekund. Ztrátou vibrační 
energie přejde molekula nejprve do základního vibračního stavu a pak emituje fluorescenční 
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záření,  které má stejnou vlnovou délku jako absorbované záření (rezonanční fluorescence) 
nebo je vlnová délka emitovaného záření v důsledku vibrační relaxace větší. [33, 35]
Tento detektor má extrémní citlivost a vysoký šum. Je velmi selektivní a detekuje pouze 
látky, které fluoreskují. Celou řadu látek lze však převést na fluoreskující deriváty. Intenzita 
záření není příliš velká. Jednoduché fluorimetrické detektory používají rtuťové výbojky jako 
zdroj  monochromatického  excitačního  záření,  interferenční  filtry  a  detekují  fluorescenční 
záření současně při  všech vlnových délkách.  Fluorimetrické detektory moderní konstrukce 
umožňují nastavit délku excitačního i emitovaného záření posunutím monochromátoru. [31]
Obr. 23: Fluorimetrický detektor – rtuťová nebo xenonová výbojka (1), excitační mřížka (2),  
štěrbina (3), průtoková cela (4), mikročočky (5), cut-off filtr (6), emisní mřížka (7) a fotonáso-
bič (8). [35]
V moderních fluorimetrických detektorech se jako zdroj světla nejčastěji využívá xenonová 
výbojka, která svítí na excitační monochromátor. Ten vybírá jednu vlnovou délku a paprsek 
pokračuje přes měrnou celu k emitovanému monochromátoru, který kolmo ke vzorku měří 
emitované záření. Poslední částí detekčního zařízení je fotonásobič. [26]
Ostatní detektory 
Elektrochemický –  látky  podléhají  elektrochemické  redukci  nebo  oxidaci  na  rozhraní 
elektroda – eluent. Vzniká proud, který se detekuje. [45]
Detektor rozptylu světla – eluát z kolony se v detektoru zmlží a aerosol s nízkým bodem varu 
odpaří.  Drobné kapénky s  vysokým bodem varu,  které  odpovídají  analyzovaným látkám, 
pokračují do další části detektoru, kde na ně svítí záření. Pevné částečky analytu rozptylují 
světlo a intenzita světla se tak snižuje. Tento úbytek světla je signalizován na fotonásobiči. 
[36]
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Hmotnostní spektrometr (MS) – vysoce selektivní,  citlivý, ale finančně náročný. Spojení s 
HPLC je náročné co se týče tlaku, protože v HPLC se pracuje za atmosférického tlaku a MS 
potřebuje vakuum. Přesto je detektor možné spojit  chemickou ionizací za atm. tlaku nebo 
fotoionizací za atm. tlaku, nejčastěji však elektrosprejem. [44]
V současnosti  se  pomalu  začíná více  používat  nukleární  magnetická  rezonance (NMR), 
která má ovšem vysoké nároky na množství analyzované látky.
2.3.6    Ostatní části HPLC
Termostat
Termostat  je  většinou  teplovzdušný  s  nucenou  cirkulací  a  možností  komplikovaných 
teplotních programů. Teplota se může měnit o více jak 20 °C za minutu. V dnešní době by 
mělo být jeho součástí i  velmi rychlé chlazení. [36]
Pc software
Součástí chromatografu je i zapisovací zařízení, což je počítač s nainstalovaným softwarem, 
který je naprogramovaný na daný systém a slouží ke kontrole, nastavení měřících parametrů a 
vyhodnocení chromatogramů. [31]
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2.4    Sledování steviolglykosidů metodou HPLC
L.  Z.  Wang  a  spol.  použili  HPLC pro  stanovení  toxicity  steviolu  v  plazmě potkanů a 
detekovali je pomocí hmotnostní spektrometrie. HPLC byla spojena s MS chemickou ionizací 
za  atmosférického  tlaku,  aby  byl  vzorek  převeden  do  iontového  stavu.  Steviol  byl 
kvantifikován v plazmě potkana po perorálním podání jedné dávky steviosidu (0,5 g.kg-1). 
pomocí odběru krve (150 ml) v těchto intervalech: 0, 5, 10, 30, 60, 120, 180, 300, 480, a 1440 
min . Retenční čas steviolu byl 10,5 min. Sloučeniny související se stévií byly degradovány v 
lidských fekáliích na konečný produkt steviol.  Vzorky z plazmy (150 μl) byly odebrány z 
krve odstředěním při  2 000 g po dobu 5 min a uloženy pro analýzu při  teplotě  -  80 °C. 
Konečný roztok byl vložen do autosampleru pro HPLC/MS analýzu. [46]
Chromatografická separace byla dosažena kolonou Eclipse XDB-C8 a (4,6 mm × 150 mm, 
5  µm)  s  gradientem  mobilní  fáze  složeného  z  acetonitrilu  (ACN)  a  vody.  Díky  octanu 
amonnému se pH upravilo na 4,8. V prvních 10 min analýzy se množství ACN  změnilo z 30 
% (V/V) na 70 % (V/V) celkového množství MF. Poté byl poměr H2O:ACN zachována na 
30:70 (V/V) do konce analýzy. Průtok MF byl nastaven na 1 ml.min-1. Vzorek (50 ml) se 
automaticky vstřikoval  do separačního systému a pokračoval  směrem ke kvadrupólovému 
analyzátoru,  kde  byl  detekován na  základě  molekulární  hmotnosti.  HPLC/MS vykazovala 
velmi vysokou citlivost pro stanovení jak steviolu, tak i steviolglykosidů. [46]
N. Kolb se svým kolektivem analyzovali sladké glykosidy, zejména steviosid a rebaudiosid 
A, ze sušených listů Stevia rebaudiana Bertoni. Tato práce zahrnovala dva kroky: extrakce a 
následná izokratická HPLC separace. Metoda byla použita na 30 vzorcích ze Severovýchodní 
Argentiny. Obsah steviosidu se pohyboval v rozmezí 3,78 – 9,75 % a rebaudiosidu A mezi 
1,62 – 7,27 % z celkové hmotnosti rostliny.  Působením slunečního záření byly usušeny a 
drženy v uzavřených plastových taškách až do doby analýzy. Vzorky byly extrahovány dvěma 
způsoby. V prvním případě se extrakty získaly v Soxhletově přístroji za pomocí chloroformu a 
methanolu. Vzorky byly filtrovány mikrofiltrem z nylonu (0,22 μm) nasazený na injektoru. V 
druhém  případě  byly  sušené  listy  S.  rebaudiana umístěny  do  Erlenmeyerovy  baňky  a 
třepáním extrahovány se 70 % EtOH ve vodní lázni. Po ochlazení byl analyt filtrován nejprve 
filtračním papírem, poté mikrofiltrem z nylonu (0,22 μm) nasazený na stříkačce. Tento postup 
vyžaduje méně času k přípravě vzorků a minimalizuje dopad na životní prostředí, protože se 
vyhýbá použití organických rozpouštědel MeOH a Cl3CH. [47]
Před HPLC kolonu se dávkovalo 5  μl analytu. K separaci analytů ze směsi byla využita 
NH2 kolona (250 × 4.6 mm). Při gradientové eluci se poměr směsi acetonitril/voda (V/V) 
měnil z 84:16 na 70:30 po dobu 15 min a průtoková rychlost MF byla 2 ml.min -1. Pomocí 
kyseliny octové bylo  pH MF upravené na  5.  Separace  probíhala  při  laboratorní  teplotě  a 
vzorky se detekovaly na UV detektoru o vlnové délce 210 nm. Při izokratické eluci se použila 
stejná MF acetonitril/voda v poměru 80:20 (V/V). Hodnoty pH, průtoku, vlnové délky UV 
detektoru  a  teploty byly stejné  jako  při  gradientové  eluci.  Glykosidy se  od  sebe  úspěšně 
separovaly v různých časech: 4,326 min pro steviosid a 6,097 min pro rebaudiosid A). [47]
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Ludmila Bovanová a kol. stanovovali steviosid v rostlinných materiálech a potravinách. 
Analyzovaly se tyto produkty: hip čaj (Tango, Slovensko) a pomerančový džus bez cukru (Yo, 
Rakousko). Listy ze S. rebaudiana Bertoni se sklízely na Slovensku. Před separací se nejprve 
30 min extrahovaly sladké glykosidy ze sušeného prášku listů rostliny pomocí vroucí vody. 
Extrakty a analyzované nápoje byly filtrovány přes filtrační papír a upraveny deionizovanou 
vodou na 100 ml. Nakonec byly čištěny pomocí extrakce na pevnou fázi (SPE). [48]
Chromatografická separace se prováděla za pomocí WRP-18 kolony s modifikovaným C18 
silikagelem (250 × 4 mm,  7  μm).  MF byla  složena  ze  směsi  methanol/vody.  K oddělení 
steviolglykosidů za laboratorní teploty byla použita izokratická eluce s MF v poměru 68: 32 
pro methanol (V/V). Průtok MF byl nastaven na 0,9 ml.min-1 a absorbance se měřila na UV 
detektoru při vlnové délce 210 nm. [48]
A. M. Hutapea se svou výzkumnou skupinou separovali a kvantifikovali steviosid a jeho 
metabolity  (17-α-epoxid,  15-α-hydroxysteviol,  steviolbiosid,  izosteviol,  steviol)  v  krvi, 
výkalech a moči křečků po požití steviosidu. Steviosid byl extrahován a čištěn ze sušených 
listů S. rebaudiana. Křečci byli krmeni steviosidem v dávce 1 g.kg-1 tělesné hmotnosti po 18 
hod hladovění. Vzorky krve, moči a výkalů byly odebrány a upraveny tak, aby byly vstříknuty 
do systému HPLC. [49]
Separace probíhala na koloně Waters C18 Nova-Pak (3,9 × 300 mm) při 25 °C. Gradient 
MF se měnil takto: počáteční poměr byl 70 % vody a 30 % acetonitrilu (V/V). Po 20 min se 
lineárně změnil na 35 % vody a 65 % acetonitril (V/V). Průtok MF byl 1,0 ml.min-1 a UV 
detektor měl vlnovou délku nastavenou na 210 nm. Molekulární struktura metabolitů byla 
potvrzena infračervenou spektrometrií a elementární analýzou. [49]
Indický tým pod vedením dr. T. Rajasekarana pěstovali rostlinu Stevia rebaudiana Bertoni 
(Bangalor,  Indie)  in  vitro  i  ex  vitro  a  zkoumali  kolísání  steviosidu  v  listech,  výhoncích, 
kořenech  a  květech.  Nejvyšší  množství  steviosidu  byl  zaznamenán  v  jednoměsíčních 
skleníkových listech. [50]
 Různé rostlinné části byly sušeny odděleně pomocí horkého vzduchu v sušárně při 60 °C, 
aby se odstranila všechna vlhkost a analyt byl upraven do formy prášku. Vzorky (5 g) byly 
petroletherem 3krát odtučněné.  Poté se roztok vařil  v destilované vodě, zfiltroval a znovu 
extrahoval vodou. Pro úpravu pH na 5 se k reakční směsi přidala kyselina octová a 3krát se 
extrahovala směsí chloroform/metanol (2:1). Organický extrakt se pro HPLC analýzu vysušil 
a rozpustil v methanolu. [50]
Takto upravený vzorek byl aplikován na C18 kolony (250 mm × 4,6 mm) za izokratických 
podmínek MF acetonitril/voda v poměru 3:2 (V/V) a s průtokovou rychlostí 1 ml.min-1. UV 
detektor  byl  nastaven  na  254  nm.  Identifikace  sloučenin  byla  potvrzena  plynovou 
chromatografií s hmotnostním spektrometrem (GC/MS). [50]
Dominik Bergs s kolektivem separovali  steviolové glykosidy z listů Stévie izokratickou 
elucí. Usušený prášek (3 g) z listů byl ve vodě extrahován pomocí třepačky při teplotě 30 °C. 
Pro odstranění  nežádoucích částic  byly extrakty filtrovány (0,2 μl)  a čištěny pomocí  SPE 
kolonek (Chromafix) plněné C18 sorbenty. Do trubice bylo přidáno 0,5 ml extraktu promytého 
3 ml vody a 5 ml směsi acetonitril/voda v poměru 20:80. [51]
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Analýza byla provedena na Hibar RT 250-4,6 koloně při 50 °C. Mobilní fáze byla směs 
MilliQ (V/V): voda (65 %, okyselená HCl na pH 2,75) a acetonitril (35 %). Tato rozpouštědla 
byla odplyněna heliem po dobu 20 min. Celková doba analýzy při průtokové rychlostí MF 
1ml.min-1 nepřesáhla 15 min. Vlnová délka UV spektrofotometru byla nastavena na 210 nm. 
V  této  studii  bylo  zjištěno  devět  známých  steviolových  glykosidů,  při  které  vyvinuli 
izokratickou metodu s vysokou selektivitou a nízkou spotřebou organického eluentu. [51]
Nejvyšší rozlišení bylo pozorováno při  50 °C. S rostoucí teplotou v intervalu od 50 do 
70 °C se rozlišení snižovalo stejně tak jako při poklesu teploty od 50 do 30 °C. Analyzoval se 
také průtok v rozmezí 0,6 až 1,5 ml.min-1. Nastavený průtok 1 ml.min-1 se jevil jako dobrý 
kompromis mezi rychlostí analýzy a kvalitou rozlišením. [51]
Čeští vědci Tomáš Vaněk a spol. stanovovali steviosid v rostlinném materiálu a ovocných 
čajích za použití lineárního gradientu mobilní fáze ACN ve vodě. Standard steviosidu s 95 % 
čistotou byl získán od firmy Sigma Ltd (USA). Sáček s ovocným čajem firmy Fruit tea with 
Stevie (Jemnice, ČR) byl extrahován ve vroucí vodě. Po 5 min byl sáček odstraněn a čaj byl 
nechán vystydnout. Listy stévie (Lednice, ČR) se sušily při 50 °C ve tmě a extrakt z nich byl 
získán  pomocí  varu  ve  vodě,  do  které  byly  listy  ponořeny.  Poté  byl  extrakt  zchlazen  a 
rozpuštěn  v  MeOH,  aby  byl  připraven  pro  analýzu.  HPLC  analýza  byla  provedena  na 
nerezové koloně naplněné reverzní fází SiC18 (250 × 4 mm) při 25 °C. Lineární gradient směsi 
voda:ACN  s  počátečním  poměrem  75:15  (V/V)  se  po  30  min  změnil  na  50:50  (V/V). 
Chromatogramy byly zakresleny za použití spektrofotometru vybaveného UV fotodiodovým 
polem  s  vlnovou  délkou  nastavenou  na  205  nm.  Všechna  rozpouštědla  a  analyty  před 
použitím k HPLC analýze byly mikrofiltrem (0,45 μm) filtrovány. [52] 
Werner  Tomberg  se  svým  týmem  vyšetřovali  stabilitu  steviosidu  a  rebaudiosidu  A v 
nealkoholických nápojích. U vzorků různých nealkoholických nápojů byla sledována možná 
tvorba steviolu. Steviosid byl méně stabilní než rebaudiosid A a degradace těchto glykosidů se 
pohybovala kolem 70 %. [53]
Sušené steviolglykosidy byly rozpuštěny ve vodě. Jejich degradace byla analyzována ve 
třech komerčně dostupných nealkoholických nápojích: káva s kofeinem, citronová šťáva a 
energetický nápoj. Tyto vzorky byly přidány do odměrných baněk obsahující steviosid nebo 
rebaudiosid A. Po časových intervalech byl odebírán vzorek pro analýzu. Vzorky byly čištěny 
SPE kolonkami a eluáty byly podrobeny separačnímu HPLC procesu. [53]
Steviosid, rebaudiosid A a jejich degradační produkty byly analyzovány metodou HPLC s 
UV detekcí nastavenou na vlnovou délku 210 nm. Složky vzorku byly odděleny na koloně 
Luna HILIC (250 × 4,6 mm) při teplotě 36 °C. Mobilní fáze za izokratických podmínek byla 
složena ze směsi  ACN/voda v poměru 8:2 (V/V) a  průtoková rychlost  byla  nastavena na 
1 ml.min-1.  Dávkovací  objem byl  20  μl.  Pro specifickou detekci  steviolu  byla  zakoupena 
kolona Grace Alltima C18 (250 × 4.6 mm, 5 μm).  Izokratická eluce byla provedena s MF 
methanol/voda v poměru 9:1 (V/V) při stejné průtokové rychlosti a injekčním objemu jako u 
předchozí  analýzy.  Identita  rozkladných  produktů  byla  potvrzena  hmotnostním 
spektrometrem, kde se kapalný vzorek ionizoval za pomocí elektrospreje. [53]
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Da-Jin  Yang  a  kolektiv  stanovovali  1  přírodní  (steviosid)  a  7  náhradních  (aspartam, 
sacharin, acesulfam-K, neotam, sukralóza, cyklamát a alitam) sladidel  v potravinách metodou 
HPLC ve spojení s hmotnostním spektrometrem (kvadrupólový analyzátor s elektrosprejovou 
ionizací). Vzorky byly zakoupeny v běžném supermarketu (Čína). Jde o 13 nápojů (1 víno, 2 
piva, 5 pomerančových džusů, 4 jablečné šťávy a 1 bylinný čaj). Mobilní fáze a roztoky byly 
před analýzou filtrovány (0,45 μm) a odplyněny ultrazvukem. Filtrát byl přímo aplikován do 
HPLC. [54]
Sladidla byla oddělena na C18 sillica koloně (250 × 4.5 mm, 5 μm). Mobilní fáze A byla 
připravena smísením methanolu, pufru (0,8 ml kyseliny mravenčí a 1,5 ml triehtylaminu v 1 l 
vody)  a  acetonu  v  poměru  69:24:7  (V/V/V),  zatímco  poměr  mobilní  fáze  B se  stejnými 
složkami byl 11:82:7 (V/V/V). Gradientová eluce se na pc softwaru naprogramovala tak, že 
počáteční mobilní fáze byla 100 % MF B a 0 % MF A (V/V). Poměr MF se změnil za 11 min 
na 53 % MF A:47 % MF B. Ve 23. min se změnila zpět na 100 % MF B a 0 % MF A. Celková 
doba analýzy trvala 24 min s průtokem 60 a 280 l.h-1. Hmotnostní spektrum bylo získáno v 
rozmezí 150 – 900 m/z. [54]
G. I. Kovylyaeva za pomoci svého týmu separovali steviolglykosidy z listů S. rebaudiana, 
které pocházely z Ruska a Ukrajiny. K suchým listům stévie byla přidána destilovaná voda a 
extrakt  se  zahříval  1  hod.  Poté  se  zfiltroval  a  použil  pro  analýzu.  K  oddělení  sladkých 
glykosidů byla použita HPLC metoda vybavená UV spektrofotometrem s měnitelnou vlnovou 
délkou  (200  –  900  nm).  Pro  oddělení  sladkých  látek  byla  vybrána  kolona  Lorbaks  NH2 
(250 × 4,6 mm). Použila se izokratická eluce s elučním činidlem CH3CN:H2O v poměru 80:20 
(V/V). Eluent se okyselil H3PO4 na pH 5 a průtoková rychlost byla 2 ml.min-1. Hmotnostní 
spektra  byla  měřena pomocí  iontového zdroje  MALDI a analyzátoru TOF (analýza podle 
doby letu). [55]
Ursula  Woelwer-Rieck  se  svými  asistenty stanovovali  steviolglykosidy  v  listech  Stevia 
rebaudiana  Bertoni pěstované ve dvou oblastech Německa. Na základě srovnání výnosů z 
různých oblastí se diskutovalo, zda-li  rostlina může být hospodářsky pěstovaná v mírných 
pásmech na severní polokouli. Vzorky se upravily pomocí vodní extrakce a byly čištěny SPE 
kolonkami. Sušená rostlina byla rozpuštěna ve vodě na koncentraci 1 mg.ml-1. Listy se ve 
vroucí vodní lázni extrahovaly 3krát. Pomocí SPE metody byl vzorek nadávkován do trubice, 
promyt  vodou a  směsí  acetonitril/voda  (2:8)  a  pak sušen  na  vzduchu.  Nakonec  byl  eluát 
podroben HPLC analýze. [56]
Kapalinový chromatograf měl detektor s diodovým polem nastavený na vlnovou délku 210 
nm. Pro zjištění steviosidu a rebaudiosidu A byly testovány dvě odlišné analytické kolony. 
Systém A byl vybaven kolonou Luna HILIC (250 × 4,6 mm, 5 μm) s ochrannou předkolonou 
a teplota byla udržována na 36 °C. Mobilní fáze se skládala ze směsi acetonitril/voda (85:15) 
(V/V)  a průtok byl nastaven na 1 ml.min-1. Systém B obsahoval kolonu Luna NH2 (250 × 4,6 
mm,     5  μm)  vybavený rovněž ochrannou kolonou.  Mobilní  fáze pro tento systém byla 
acetonitril/voda (75:25) (V/V) se stejným průtokem. Dávkovaný objem vzorku byl 20  μl a 
oba systémy se analyzovaly za izokratických podmínek. Lépe se separovaly steviolglykosidy 
na koloně Luna HILIC. [56]
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Vespalcová a spol. zkoumali možnost použítí celé sušené listy rostliny ke slazení různých 
typů čajů. Senzorickou analýzou bylo zjišťováno množství sušených listů stévie potřebných 
k oslazení jak klasických, tak i bylinných čajů. Mezi testované čaje slazené sušenými lístky 
stévie byly indický černý, zelený, exotický ovocný, kopřivový. Byly připraveny 4 extrakty od 
každého druhu čaje  s  různým obsahem sušené stévie  (0,01;  0,03;  0,05 a  0,07 g).  Objem 
každého extraktu činil  170 ml.  Černé a zelené čaje byly extrahovány 4 min,  kopřivový a 
ovocný  6  min.  Vzorky  se  nejprve  čistily  na  SPE  Oasis  HLB  koloně.  Pro  zjištění 
kvantitativního  obsahu  steviosidu  v  konzumovaných čajových  extraktech  bylo  porovnáno 
chromatografické  i  elektroforetické  stanovení.  Při  HPLC  se  použila  X-Terra  RP  18 
(150 × 3,0 mm, 3,5 μm) kolona, MF methanol:voda s gradientem a DAD detektor (λ = 210 
nm). Teplota byla nastavena na 30 °C a průtok 0,3 ml.min-1. Dávkovaný objem byl 20 μl. [57]
Tab. 3: Seznam zkoumaných čajů 
Druh čaje Hmotnost stéviových listů (g) 
ve 170 ml čaje
Koncentrace
steviosidu (mg.l-1)
černý 0,03 6,8
zelený 0,07 16,9
ovocný 0,04 14,1
kopřivový 0,02 6,5
Nejlepší chuť měl čaj ovocný a kopřivový, protože neobsahovaly tanin. Slazení listy stévie 
je příznivější  než použití  steviosidu,  protože se do čaje extrahují  i  ostatní  sladidla a další 
příznivě působící látky přítomné ve steviolových listech. [57]
Stejný kolektiv [57] zkoumal opět využití sušených listů stévie ke slazení čaje, ale za jiných 
izokratických podmínek. K této analýze byl použit  HPLC systém s detektorem diodového 
pole. Byly testovány tyto čaje: černý indický čaj Jemča, zelený čaj Teekanee, exotický ovocný 
čaj Belin a bylinkový kopřivový čaj Teekanee. Složky byly zality 170 ml vroucí vodou. Černé 
a  zelené  čaje  byly  extrahovány po  dobu 4  minut,  6  minut  trvala  extrakce  pro  ovocné  a 
kopřivové čaje podle doporučení jejich výrobců. Analyzované vzorky čaje byly purifikovány 
SPE Oasis  HLB kolonkami a složky byly separovány na X-Terra RP 18 (150 × 3,0 mm) 
koloně  naplněné  3,5  μm částicemi.  Kolona  byla  byla  udržována  při  teplotě  30 °C.  Směs 
methanol/voda v poměru 60:40 (V/V) za izokratických podmínek sloužila jako mobilní fáze, 
jejichž průtok byl 0,3 ml.min-1. [7]
Velmi dobrá chuť byla  zjištěna u kopřivového a ovocného čaje,  které  neobsahují  tanin. 
Proto není  nutné přidávat  zvýšené množství  sladidel  pro maskování  hořké chuti  tříslovin. 
Nejvyšší  koncentrace  steviosidu  byla  nalezena  v  zeleném  čaji,  který  vyžaduje  nejvyšší 
množství přidaných listů stévie pro dosažení optimální chuti. Zákazníci mohou ladit sladkou 
chuť čajových nápojů do jisté míry délkou luhování čajové směsi s lístky stévie. Využití listů 
stévie je v porovnání s izolovaným steviosidem ekonomicky atraktivní.  Nedochází totiž k 
drahým izolačním krokům. [7]
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Ve stévii je kromě steviolglykosidů i celá řada dalších významných látek, které stojí za 
pozornost.  Výzkumný  tým Briana  D.  McGarveye  se  například  snažil  izolovat  z  rostliny 
sterebiny I  – N. V Soxhletově přístroji  se extrahovalo 400 g jemně mletých listů z Číny. 
Součástí  analytického HPLC systému byl  UV detektor  s  fotodiodovým polem. Vzorky se 
separovaly no 3 kolonách, přes které protékal gradient. [58]
Tab. 4: Seznam použitých optimalizovaných metod 
Metoda 
č.
Kolona Gradient 
(MeOH-H2O)
1. Waters Nova-Pak C18 (150 × 3.9 mm, 4 μm) z 30:70 na 60:40 
2. Waters uBondapak C18 (150 × 19 mm, 10 μm) z 30:70 na 60:40 
3. Supelcosil C18 (250 × 10 mm, 5 μm) z 30:70 na 70:30
Jako SF byl použit silikagel, Al2O3 a modifikovaný C18-silikagel.  Eluce trvala 40 min při 
průtokové rychlosti  2,5  ml.min-1.  Spektra  byla  získána pomocí  UV detektoru  s  diodovým 
polem o vlnových délkách 236 a 286 nm. Přesné měření hmotnosti stanovili hmotnostním 
spektrometrem, kde se analyty převáděly do plynného stavu ionizací elektrosprejem. [58]
Tab. 5: Analyzované hodnoty sterebinů I – N na koloně Prep Waters C18
Sterebiny Retenční 
čas (min)
Hmotnost (mg)
I 29 52 (0,013 %) 
J 35 112 (0,028 %)
K 15 ×
L 17 ×
M, N 
(neidentifikovatelné)
37 – 39 212 (0,053 %)
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
3.1    Chemikálie
• Methanol, pro HPLC 99,9 %, (Sigma-Aldrich, Německo)
• Voda, deionizovaná
• Ethanol, 99,9 %, (Sigma-Aldrich, Německo)
• Steviosid, 97%, (Latoxan, Francie)
• Rebaudiosid A, 96%, (Sigma-Aldrich, Čína)
3.2    Přístroje
• HPLC systém (Shimadzu, Japonsko)
• Odplyňovač GT-104
• Směšovač FCV-10AL
• Vysokotlaké čerpadlo LC-10AD
• Termostatovaná  kolonová  skříň  CTO-10A  s  šesticestným  dávkovacím 
kohoutem (Rheodyne, USA) a dávkovací smyčkou (5 μl)
• Spektrofotometrický detektor s diodovým polem SPD-M10AVP
• Komunikační jednotka CBM-10A
• Počítač (software CLASS-LC10)
• Ultrazvuková lázeň (Kraintek, SR)
• Digitální váhy (A&D INSTR: HR-120-EC, Japonsko)
3.3    Pomůcky
• Injekční stříkačky 2 ml (Chirana Injecta, SR)
• Nylon mikrofiltry 0,45 μm (Chromservis, ČR)
• PES mikrofiltry 0,22 μm (Millex GP, USA) 
• Filtrační papír
• Mikropipety 100 – 1 000 μl (Biohit Oyj, Finsko)
• Kolona  Chromolith  Performance  RP-18e  100  ×  3  mm,  2  μm  (EMD  Millipore 
Corporation, Germany)
• Třecí miska s tloučkem
• Běžné laboratorní sklo
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3.4    Roztoky a vzorky
Roztoky
• Zásobní standardní roztok steviosidu o koncentraci 0,1 g.l-1
• Zásobní standardní roztok rebaudiosidu A o koncentraci 1 g.l-1
• Zásobní  standardní  roztok  směsi  steviosidu  a  rebaudiosidu  A  v  poměru  1:1  o 
koncentraci 0,1 g.l-1
• Pracovní  standardní  roztoky steviosidu  o  koncentraci  0,01;  0,02;  0,04;  0,06;  0,08; 
0,1 g.l-1
• Pracovní standardní roztoky rebaudiosidu A o koncentraci 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 
0,1; 0,15 g.l-1
• Mobilní fáze methanol/voda v různém poměru (V/V)
• Pracovní standardní roztoky vzorků s obsahem steviolglykosidů
Složení použitých vzorků
Stevia; 97% rebaudiosid A (F&N dodavatelé s.r.o, ČR)
Stevia  je  komerčně  dostupné  sladidlo,  které  je  složeno  z  erythritolu,  rebaudiosidu  A, 
hydrogenuhličitanu sodného, kyseliny vinné a L-leucinu.
Bylinná směs pro diabetiky (FYTOPHARMA a.s., SR)
Tento  bylinný  výrobek  je  výživový  doplněk,  ve  kterém  je  obsažen  extrakt  ze  stévie, 
fazolový plod, truskavcová, kuklíková a borůvková nať.
Přesladká Stevia bio (SONNENTOR s.r.o., ČR)
Přesladká  Stevia  bio  je  produkt,  který  obsahuje  pouze  nadrcené  lístky  Stévie  sladké v 
biokvalitě, původem z Argentiny. 
Grena, Zázvorka (Pivovar Černá Hora a.s., ČR)
V nealkoholických nápojích Greně a Zázvorce pivovaru Černá Hora jsou obsaženy kromě 
steviolglykosidů další složky jako voda, fruktóza, CO2,  kyselina citrónová, benzoát sodný, 
sorban draselný a chmelový extrakt. Liší se však barvivem a příchutí.
JUPÍK jahoda, JUPÍK multivitamín (Kofola a.s., ČR)
JUPÍK jahoda je pasterovaný nesycený nealkoholický nápoj pro děti, který obsahuje tyto 
složky:  voda,  0,1%  směs  ovocných  koncentrátů  z  jablek  a  jahod,  sacharóza,  glukózo-
fruktózový sirup, kyselina citrónová, kyselina askorbová, extrakt z černé mrkve, steviolové 
glykosidy (extrakt z listů  Stévie sladké). Výrobek JUPÍK multivitamín má podobné složení, 
liší se pouze obsahem ovocného koncentrátu (13 druhů ovoce). 
Kofola BEZ cukru (Kofola a.s. ČR)
Kofola  BEZ cukru  je  velmi  populární  komerční  limonáda  z  vody,  CO2,  karamelového 
barviva (E150d),  kyseliny citrónové,  citronanu sodného, chloridu sodného, esence KOFO, 
benzoanu  sodného,  kofeinu,  bylinného  a  lékořicového  extraktu.  Kromě  extraktu  z  listů 
rostliny Stevia rebaudiana jsou v nápoji i umělá sladidla acesulfam K a aspartam. 
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Morbide-Fragola (DIETORELLE, Itálie)
Morbide-Fragola  jsou  italské  želé  bonbóny,  které  jsou  složeny z  těchto  látek:  maltitol, 
extrakt ze stévie, voda, želatina, 7% jahodová šťáva, kyselina citrónová, glycerol, rostlinný 
olej, včelí vosk, přírodní aroma a extrakt z černého bezu. 
Obr. 24: Vizuální srovnání všech vzorků.
3.5    Pracovní postupy
Příprava mobilních fází
Do zásobní láhve pro mobilní fázi byl odměrným válcem odměřen methanol resp. voda 
podle odpovídajících objemových poměrů. Byly připraveny tyto zásobní roztoky: methanol, 
deionizovaná voda a směs methanol:voda v poměru 50:50 (V/V).  Každá nově  připravená 
mobilní fáze byla odplyňována v ultrazvukové lázni po dobu přibližně  15 min. Jednotlivé 
mobilní  fáze gradientové eluce byly vytvořeny z prvních dvou zásobních roztoků  pomocí 
softwaru CLASS LC-10.
Příprava standardních roztoků
Zásobní  standardní  roztok  steviosidu  byl  připraven rozpuštěním 0,0052 g  krystalického 
steviosidu v 52 ml deionizované vody tak, aby výsledná koncentrace byla 0,1 g.l-1.
Zásobní  standardní  roztok rebaudiosidu A byl  získán rozpuštěním 0,1004 g práškového 
rebaudiosidu A ve 100 ml deionizované vody v odměrné baňce. 
Zásobní standardní roztok směsi steviosidu a rebaudiosidu A byl připraven ze zásobních 
standardních roztoků steviosidu a rebaudiosidu A. Standardní roztok rebaudiosidu A (1 ml) 
byl doplněn deionizovanou vodou v 10 ml odměrné baňce po rysku na koncentraci 0,1 g.l-1. 
Poté byly standardní roztoky obou analytů o stejné koncentraci (0,1 g.l-1) v kádince smíšeny v 
poměru 1:1.
Pracovní standardní roztoky pro kalibrační závislost  byly připraveny z těchto zásobních 
roztoků  postupným ředěním deionizovanou  vodou  do  10  ml  odměrných  baněk.  Všechny 
standardní roztoky byly uchovávány v uzavřených nádobách v ledničce při  4 °C do doby 
analýzy.
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Příprava reálného vzorku ze sladidla Stevia
Několik  tabletek  vzorku bylo  nejprve  zhomogenizováno  tloučkem v  třecí  misce  dokud 
nevznikla sypká směs. Poté byla odvážené množství směsi (0,1 g) rozpuštěno v deionizované 
vodě ve 200 ml odměrné baňce a doplněno po značku.
Příprava reálného vzorku z Bylinné směsi pro diabetiky 
Jeden sáček bylinné směsi se Stévií cukernou byl zalit 250 ml vroucí vody a extrahoval se 
po dobu 15 min. Odvar se nechal zchladit na pokojovou teplotu. Poté byly odebrány 3 ml 
vzorku a zfiltrovány přes filtrační papír. 
Příprava reálného vzorku z odvaru Přesladká Stevia bio
Jeden nálevový sáček byl přelit 200 ml vroucí vody a byl luhován po dobu 3 min. Odvar se 
nechal zchladit na pokojovou teplotu. Poté byly odebrány a zfiltrovány 3 ml vzorku. 
Příprava reálných vzorků z komerčních nápojů JUPÍK multivitamín, JUPÍK jahoda, ČH 
Grena, ČH Zázvorka a Kofola BEZ cukru
Vzorky  z  komerčních  nápojů  byly  pouze  za  atmosférického  tlaku  přefiltrovány  přes 
filtrační papír.
Příprava reálného vzorku z bonbónu Morbide-Fragola
5 g želé bylo rozpuštěno v 50 ml vroucí vody. Vzniklý extrakt byl zchlazen na laboratorní 
teplotu a za atmosférického tlaku přefiltrován přes filtrační papír.
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE
4.1    Chromatografické podmínky
Po spuštění chromatografu byly vždy odplyněny fluidní cesty. Kolona byla kondiciována za 
izokratických podmínek roztokem methanol:voda v poměru 50:50 (V/V) a vždy temperována 
na 28 °C. Rychlost  průtoku mobilní  fáze byla 0,3 ml.min-1.  UV detektor byl  nastaven na 
vlnovou délku 210 nm. Po skončení analýzy byla kolona vždy promyta mobilní fází po dobu 
20 min.
4.2    Nástřik extraktu na kolonu
Odplyněný vzorek nebo standard byl nasán přes mikrofiltr do injekční stříkačky. Nejdříve 
byly filtrovány vzorky klasickými nylonovými mikrofiltry o porozitě 0,45 μm. Vzorky s hůře 
separovatelnými  složkami  (JUPÍK  multivitamín,  Kofola  BEZ  cukru,  bonbóny  Morbide-
Fragola) však musely být zfiltrovány hustšími PES mikrofiltry o porozitě 0,22 μm. Injekční 
stříkačka byla poté nasazena na dávkovací ventil a přibližně  0,4 ml standardu nebo vzorku 
bylo použito na propláchnutí a naplnění dávkovací smyčky. Poté byl dávkovací kohout otočen 
z pozice dávkování do pozice nástřik na kolonu. Tímto pohybem byla zároveň automaticky 
spuštěna samotná analýza.
Obr. 25: HPLC chromatograf (SHIMADZU, Japonsko).
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4.3    Vliv složení mobilní fáze na dělení steviolových látek
Složení mobilní fáze má zásadní vliv na dělení jednotlivých složek extraktu získaného ze 
Stévie cukerné. K analýze se použil směsný standardní roztok steviosidu a rebaudiosidu A 
(1:1)  a  průtok  byl  po  celou  dobu  analýzy  nastaven  na  0,2  ml.min–1.  Toto  zjištění  bylo 
potvrzeno předloženou prací, jak dokládají následující grafy (Obr. 26, 27, 28, 29).
Aby bylo možné zjistit, jaký poměr složek mobilní fáze methanol:voda je pro tuto analýzu 
nejpřijatelnější,  byl  postupně  snižován  objem  organické  složky  (methanol)  z  výchozí 
koncentrace 60 % (V/V) na závěrečnou koncentraci  50 % (V/V).  K dalšímu zvyšováním 
množství vody v mobilní fázi nebylo přistoupeno. Došlo by sice celkově k lepší separaci obou 
píků, ale analýza by se z důvodu sníženého množství organické složky neúměrně protahovala. 
Při  zvyšování  obsahu  organické  složky  se  analýza  sice  zrychluje,  dochází  ovšem  k 
postupnému spojování  obou píků,  tedy ke  zhoršení  separace obou hledaných látek. Proto 
složení mobilní fáze musí být kompromisem mezi rychlostí analýzy a dělením obou eluujících 
píků.
Už  při  změně  mobilní  fáze  methanol/voda  na  poměr  55:45  (V/V)  sice  docházelo  ke 
zřetelnému oddělování obou složek (steviosid, rebaudiosid A), nejlépe se však oddělily až v 
poměru 50:50 (V/V). Z ploch píků je zřetelné, že zastoupení steviosidu a rebaudiosidu A ve 
standardu je totožné (1:1).
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Obr. 26: Chromatogram směsného standardu steviosidu a rebaudiosidu A (1:1) v systému  s  
mobilní fází o složení methanol:voda 60:40 (V/V).
Obr. 27: Chromatogram směsného standardu steviosidu a rebaudiosidu A (1:1) v systému  s  
mobilní fází o složení methanol:voda 55:45 (V/V).
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Obr. 28: Chromatogram směsného standardu steviosidu a rebaudiosidu A (1:1) v systému  s  
mobilní fází o složení methanol:voda 53:47 (V/V).
Obr. 29: Chromatogram směsného standardu steviosidu a rebaudiosidu A (1:1) v systému  s  
mobilní fází o složení methanol:voda 50:50 (V/V).
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4.4    Vliv rychlosti průtoku mobilní fáze na dělení steviolových látek
Průtok  mobilní  fáze  má  také  značný  vliv  na  rychlost  analýzy  a  dělení  jednotlivých 
steviolglykosidů  získaných  ze  Stévie  cukerné.  Byl  připraven  standardní  roztok  směsi 
steviosidu  a  rebaudiosidu  A se  stejným poměrem a  koncentrací  jako  v  kapitole  4.3.  Za 
stejných  chromatografických  podmínek  byly  vybrány  ty  mobilní  fáze,  při  kterých  se 
steviolglykosidy od sede separovaly nejlépe – směs methanol:voda v poměrech 50:50 (V/V) a 
53:47 (V/V). Průtoky, které byly porovnávány v závislosti na čase a separaci steviosidu a 
rebaudiosidu A, jsou uvedeny souhrnně v následující tabulce (Tab. 6). Vybrané nejvhodnější 
analýzy z této série pokusů jsou zobrazeny na Obr. 30, 31.
Tab. 6: Retenční časy steviolglykosidů při vybraných průtokových rychlostí
Metoda 
č.
Poměr MF 
MeOH:H2O
Průtok 
(ml.min-1)
Retenční čas 
steviosidu (min)
Retenční čas 
rebaudiosidu A (min)
1 53:48  0,20 44,1 46,4
2 53:48 0,25 36,7 38,4
3 53:48  0,30 28,2 29,7
4 50:50  0,20 57,9 54,6
5 50:50 0,25 40,2 38,1
6 50:50  0,30 32,9 34,6
Obr. 30: Chromatogram směsného standardu steviosidu a rebaudiosidu A (1:1) v systému s  
mobilní fází o složení methanol:voda 53:48 (V/V) a s průtokovou rychlostí 0,3 ml.min-1.
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Obr. 31: Chromatogram směsného standardu steviosidu a rebaudiosidu A (1:1) v systému s  
mobilní fází o složení methanol:voda 50:50 (V/V)  a s průtokovou rychlostí 0,3 ml.min-1.
4.5    Vývoj gradientové eluce
Při  izokratické  eluci  došlo  k  dostatečnému  dělení  obou  složek  směsného  standardu 
steviosidu  s  rebaudiosidem A,  ale  až  v  době  delší  než  35  min.  Analýza  tak  byla  časově 
náročná,  drahá  a  neekologická.  Zkrácení  doby analýzy  zvýšením průtoku  nebylo  možné, 
protože by se píky od sebe neoddělily.  Z těchto důvodů bylo hledání vhodné gradientové 
eluce logickým krokem. 
4.5.1    Lineární gradient
Lineární gradient byl zkoušen z důvodu své nenáročnosti a jednoduchosti. Ten ale nebyl 
vhodný, i když se píky steviosidu a rebaudiosidu A zřetelně oddělily, oba píky nebyly zásadně 
zdeformovány a výpočet ploch píků by proto nebyl příliš obtížný. Problémem analýzy ovšem 
byla separace složek na zakřivené základní linii. Čas eluce na rozdíl od izokratické eluce byl 
nižší (analýza nepřesáhla 30 min), došlo však ke zvýšení celkové doby analýzy, neboť před 
každým dalším měřením bylo potřeba opětovně stabilizovat kolonu na původní koncentraci 
methanolu.
Byl také zkoumán gradient s vysokou počáteční koncentrací methanolu (80 %), což mělo 
zajistit rychlé vymytí všech nechtěných látek. Množství methanolu mělo postupně klesat po 
dobu 20 min až na 45 % (V/V). Tento gradient nebyl vhodný, jelikož k vymytí analytu došlo 
vlivem vysoké koncentrace methanolu příliš brzo.
Na Obr. 32 je uvedena nejlepší eluce s lineárním gradientem, kdy koncentrace methanolu 
ve vodě klesá z počátečních 52 % na konečných 40 % během 35 min. 
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Tab. 7: Seznam vyzkoušených lineárních gradientů
Gradient 
č.
Snížení 
koncentrace 
MeOH (%)
Doba snížení 
koncentrace 
MeOH (min)
Retenční 
čas 
steviosidu
Retenční čas 
rebaudiosidu 
A
Retenční čas směsi 
(steviosid, rebaudiosid 
A v poměru 1:1)
1 z 55 na 45 10 × × 4,9
2 z 52 na 40 30 17,1 17,8 ×
3 z 52 na 40 35 26,5 28,4 ×
4 z 50 na 40 30 20,9 22,1 ×
5 z 48 na 40 30 28,8 30,9 ×
6 z 80 na 45 20 × × 11,4
Obr. 32: Chromatogram směsného standardu steviosidu a rebaudiosidu A (1:1) při použití  
lineárního gradientu č. 3.
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4.5.2    Složitý gradient se stabilizací na počáteční koncentraci organické složky
Z výše uvedených důvodu byl  vyzkoušen složitý  gradient s  nižší  počáteční  koncentrací 
methanolu.  V  této  analýze  nejprve  postupně  klesala  koncentrace  organické  složky,  poté 
následovala  izokratická  eluce  a  nakonec  se  koncentrace  methanolu  zvýšila  na  startovní 
hodnotu, aby se kolona stabilizovala. Na rozdíl od izokratické eluce se analyty sice oddělily 
za dobu kratší než 30 min, ale píky byly značně zdeformované a výpočet ploch pod píky by 
byl  velice nepřesný. Další nevýhodou analýzy byla separace složek na zakřivené základní 
linii.  Za těchto podmínek se totiž nedařilo dosáhnout vyššího retenčního času steviosidu a 
rebaudiosidu A než 30 min a píky zasahovaly do míst, kde základní linie nebyla rovnoběžná s 
osou x. Separované látky se tak vymyly dříve než se základní linie ustálila. Aby mohlo dojít k 
porovnání  vhodné  gradientové  eluce  s  elucí  izokratickou,  byla  sledována  celková  doba 
analýzy. Vyzkoušené gradienty jsou uvedeny souhrnně v následující Tab. 8 a nejlepší gradient 
z tohoto měření je zobrazen na Obr. 33.
Tab. 8: Vyzkoušené složité gradienty
Gradient 
č.
Snížení 
koncentrace 
MeOH (%)
Doba snížení 
MEOH 
(min)
Izokratická 
eluce (min)
Retenční čas 
steviosidu 
(min)
Retenční čas 
rebaudiosidu 
A (min)
Retenční čas směsi 
steviosidu a 
rebaudiosidu A (1:1)
1 z 65 na 50 5 15 × × 8,2
2 z 60 na 50 5 15 × × 10,7
3 z 60 na 50 10 15 × × 11,4
4 z 50 na 40 10 20 21,7 25,1 ×
5 z 50 na 40 15 15 18,6 19,9 ×
6 Z 50 na 42 10 20 22,3 25,3 ×
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Obr. 33: Chromatogram směsného standardu steviosidu a rebaudiosidu A (1:1)  při použití  
gradientu č. 4.
Aby bylo použití  gradientu výhodné,  musela  by být  separace obou píků alespoň stejně 
dobrá  jako  při  izokratické  eluci  a  celková  doba  analýzy  kratší.  S  rostoucí  koncentrací 
methanolu se sice hodnoty retenčních časů analyzovaných látek snižovaly, docházelo ale k 
postupnému rozmývání  píků  ještě  na  zakřivené  části  křivky.  Kvantifikace  tak  byla  téměř 
nemožná.  Proto  pro  analýzu  steviol  glykosidů  v  reálných  vzorcích  byla  použita  původní 
optimalizovaná izokratická metoda s mobilní fází methanol:voda v poměru 50:50 (V/V) a s 
průtokovou rychlostí 0,3 ml.min-1.
4.6    Vliv koncentrace standardů na odezvách detektoru
Pro  zkonstruování  kalibrační  závislosti  byly  připraveny  pracovní  standardní  roztoky 
steviosidu o koncentraci 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 0,1 g.l-1 a  rebaudiosidu A o koncentraci 0,1; 
0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 0,1; 0,15 g.l-1. Průtok mobilní fáze byl nastaven na 0,3 ml.min–1 a měření 
absorbance probíhalo při vlnové délce 210 nm. Výsledkem byla série chromatogramů, u nichž 
byla kvantifikována plocha pod píkem.Ze získaných dat byly vytvořeny kalibrační grafy (Graf 
1,  2)  znázorňující  závislost  plochy pod píkem na koncentraci.  Z naměřených výsledků je 
patrné, že v celé měřené oblasti je tato závislost lineární. 
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Graf 1: Závislost plochy pod píkem na koncentraci steviosidu.
Graf 2: Závislost plochy pod píkem na koncentraci rebaudiosidu A.
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Závislost plochy pod píkem na koncentraci rebaudiosidu A
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4.7    Aplikace zvolené HPLC metody na vzorky 
Při vyhodnocení sladivých látek ve vzorcích stévie je nutno počítat ještě s tím, že rostlina 
obsahuje několik dalších steviolglykosidů, které se podílí na celkové sladivosti rostliny. Tyto 
látky jsou v poměru ke steviosidu a rebaudiosidu A minoritní a mohou se tedy ztrácet v šumu 
základní linie.
Po  optimalizaci  chromatografické  metody  pro  analýzu  byly  v  komerčních  produktech 
identifikovány vysoce sladivé látky, steviolglykosidy. Pro stanovení sladkých látek v reálných 
vzorcích byla použita izokratická eluce s mobilní fází methanol/voda v poměru 50:50 (V/V), 
která byla testována v kapitole 4.3 a 4.4 Průtok mobilní fáze byl nastaven na 0,3 ml.min-1. UV 
detektor s diodovým polem detekoval při 210 nm, neboť při této vlnové délce jsou analyty 
dobře detekovatelné, což dokazuje většina publikací. Každý vzorek byl analyzován 3krát a 
délka analýzy nepřesáhla 50 min. včetně závěrečného promytí.
Identifikace  látek  ve  vzorcích  byla  provedena  na  základě  porovnání  retenčních  časů  se 
standardy, které se pro steviosid pohybovaly v rozmezí 33 – 35 min a pro rebaudiosid A v 
intervalu  35  –  37  min.  podle  aktuálního  složení  mobilní  fáze.  Pro  kvantifikaci  hlavních 
steviolových glykosidů byly vypracovány kalibrační grafy odezvy detektoru (mAbs) na čase 
(min) (Graf 1, 2).
V  Tab.  9  jsou  uvedeny  plochy  píků  sledovaných  glykosidických  látek  v  komerčních 
výrobcích dostupných na našem trhu.
Tab. 9: Porovnání ploch píků hlavních steviolglykosidů ve vzorcích
Vzorek
č.
Název vzorku Plocha 
steviosidu
Plocha 
rebaudiosidu A
1 sladidlo Stevia × 309 180
2 Přesladká Stevia bio 12 5423 81 097
3  Bylinná směs 76 365 17 626
4 ČH Grena 32 581 319 338
5 ČH Zázvorka 23 770 233 286
6 JUPÍK jahoda 420 135 265 726
7 JUPÍK multivitamín 14 6348 426 264
8 Kofola BEZ cukru × ×
9 bonbóny Dietorelle 102 738 ×
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4.7.1    Stanovení steviolglykosidů v reálném vzorku sladidla Stevia 
Z grafu je zřejmé, že se ve vzorku vyskytuje pouze jedna steviolová látka. Podle hodnoty 
retenčního času je patrné, že se eluuje steviolglykosid s delším retenčním časem, jde tedy o 
rebaudiosid A. Stanovený analyt se tedy shoduje s informací uvedenou na etiketě výrobku. Z 
kalibrační křivky byla vypočítána koncentrace rebaudiosidu A v roztoku na 68,35 mg.l-1. Z 
toho vyplývá, že množství této sladivé látky v jedné tabletce sladidla (0,056 g) je 4,29 mg.
Obr. 34: Chromatogram vzorku Stevia – FAN sladidla.
4.7.2    Stanovení steviolglykosidů v odvaru rosliny a v reálném vzorku čaje 
Dále byl analyzován bylinný čaj Bylinná směs pro diabetiky, který se luhuje vždy delší 
dobu než čaje pravé. Tak lze ze stévie extrahovat více steviolglykosidů a pozitivně ovlivnit i 
výslednou  sladkost  čaje.  Tyto  čaje  neobsahují  hořké  třísloviny,  vyskytující  se  v  listech 
čajovníku, a není tedy potřeba přidávat velké množství listů stévie. 
Extrakty vzorků bylinného čaje a odvaru ze stévie (Přesladká Stevia bio) byly vzájemně 
porovnány z hlediska obsahu steviolglykosidů. Výluh z rostliny musel být z důvodu vyššího 
obsahu sladivých látek naředěn deionizovanou vodou v poměru 1:1. Z výsledků je patrné, že 
analyzované látky jsou ve větším množství v odvaru rostliny než ve výluhu bylinného čaje.
Z  kalibrační  křivky  byla  vypočítána  koncentrace  steviolových  glykosidů.  Podle 
naměřených  dat  ve  vzorku  č.  7  je  koncentrace  steviosidu  15,78  mg.l-1 a  rebaudiosidu  A 
3,90 mg.l-1. Ve vzorku č. 8 po zdvojnásobení koncentrací je prvně jmenovaného glykosidu 
86,83 mg.ml-1 a druhého 17,93 mg.l-1.
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Obr. 35: Chromatogram vzorku Přesladká Stevia bio zředěného deionizovanou vodou v 
poměru 1:1.
Obr. 36: Chromatogram čaje Bylinná směs pro diabetiky.
67
4.7.3    Stanovení steviolglykosidů v komerčních nápojích 
Byly analyzovány komerční  nápoje zakoupené v supermarketu.  Jednalo se  o  5  vzorků. 
Porovnáním  retenčních  časů  sladivých  látek  z  předchozích  studií  je  usuzováno,  že  píky 
nacházející se v rozmezí retenčních časů 33 – 37 min jsou hlavní steviolglykosidy rostliny, 
tedy  steviosid  a  rebaudiosid  A.  V Tab.  10  je  znázorněna  koncentrace  sladivých  látek  ve 
vybraných nápojích.
Tab. 10: Koncentrace steviolglykosidů v nápojích 
Vzorek 
č.
Název vzorků Koncentrace 
steviosidu (mg.l-1)
Koncentrace 
rebaudiosidu A (mg.l-1)
1 JUPÍK multivitamín 30,25 94,23
2 JUPÍK jahoda 25,92 58,74
3 ČH Grena 6,73 70,59
4 ČH Zázvorka 5,25 51,57
5 Kofola BEZ cukru × ×
Množství analyzovaných látek bylo měřeno ve výrobcích známých pod obchodním názvem 
JUPÍK.  Při  porovnání  ploch  píků  ze  získaných  chromatogramů je  možné  říci,  že  JUPÍK 
multivitamín v porovnání s nápojem JUPÍK jahoda měl vyšší obsah sladivých látek a tím 
pádem vyšší sladkost. Menší pík nacházející se v retenčním čase 45,3 min na Obr. 38 by mohl 
být další sladivou látkou, případně směsí látek, neboť ve stévii se nachází celá řada dalších 
steviolglykosidů. Může se také jednat o jinou složku nápoje , která absorbuje při stejné vlnové 
délce  210  nm  a  má  podobnou  strukturu  a  vlastnosti  jako  steviolglykosidy.  Koncentrace 
analyzovaných sladivých látek jsou uvedeny výše v Tab. 10.
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Obr. 37: Chromatogram nápoje JUPÍK multivitamín.
Obr. 38: Chromatogram nápoje JUPÍK jahoda.
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Z  českého  pivovaru  Černá  Hora  byly  analyzovány  2  nealkoholické  nápoje  Grena  a 
Zázvorka.  Z  naměřených  dat  je  patrné,  že  ze  sledovaných  látek  se  nejvíce  v  nápojích 
vyskytoval rebaudiosid A a to až v desítkách mg.l-1 vzorku. Podle naměřených dat připadá na 
rebaudiosid A 90,75 % a na steviosid 9,25 % z ploch píků v oblasti retenčních časů hlavních 
steviolových  glykosidů.  Vypočítané  koncentrace  obou  sledovaných  steviolglykosidů  jsou 
uvedeny v Tab.10.
Obr. 39: Chromatogram nápoje ČH Grena.
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Obr. 40: Chromatogram nápoje ČH Zázvorka.
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V  analyzovaném  nápoji  Kofola  BEZ  cukru  nebyla  potvrzena  přítomnost  žádného  ze 
sledovaných  steviolglykosidů.  Pokud je  výrobce  na  obalu  deklaruje,  pak  jich  přidává  jen 
velmi malé množství. Za daných chromatografických podmínek by bylo možné toto množství 
nalézt pouze v rozsahu šumu základního signálu. 
Obr. 41: Chromatogram nápoje Kofola BEZ cukru.
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4.7.4    Stanovení steviolglykosidů v bonbónech Morbide-Fragola
Extrakt z italských bonbónů Morbide-Fragola byl analyzován jako poslední, protože byl 
značně znečištěn.  Následkem toho se píky v chromatogramu objevují  pouze na zakřivené 
základní  linii.  Výsledky jsou proto zkreslené a pro přesnější  výsledek bude nutno vzorek 
přečistit na SPE kolonkách. 
Za  podmínek  analýzy  byl  v analyzovaných  bonbónech  stanoven  pouze  steviosid  o 
koncentrci 21,65 mg.l-1. Z toho vyplývá, že množství steviosidu v jednom bonbónu (2,1 g) je 
0,94 mg.
Obr. 42: Chromatogram bonbónů Morbide-Fragola.
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5 ZÁVĚR
Teoretická část této diplomové práce obsahuje literární přehled charakteristických vlastností 
a  potravinářského  využití  rostliny  Stévie  sladké  (Stevia  rebaudiana  Bertoni)  a  jejich 
steviolglykosidů  (steviosid,  rebaudiosid  A).  Stejně  tak  byly  zmíněny  i  léčebné  účinky  a 
možnosti  komerčního  využití  rostliny.  Teoretická  část  dále  obsahuje  popis  kapalinové 
chromatografie,  HPLC  instrumentace  a  literární  rešerše  HPLC  metody  pro  stanoveni 
sladivých látek ve stévii.
V první experimentální části byla nejprve zkoumána závislost kvality dělení píků hlavních 
steviolových glykosidů (steviosid, rebaudiosid A) na průtoku a složení mobilní fáze. Výsledky 
předložené v diplomové práci potvrzují, že změna složení mobilní fáze při izokratické eluci 
má zásadní vliv na separaci těchto píků a vhodným poměrem složek v mobilní fáze (V/V) je 
lze optimálně oddělit. Z důvodu zkrácení doby analýzy a snahy dokonaleji od sebe oddělit 
steviolglykosidy  byla  zkoušena  vhodná  gradientová  eluce.  Aby  bylo  použití  gradientu 
výhodné,  musela  by  separace  píků  být  alespoň  stejně  dobrá  jako  při  izokratické  eluci  a 
celková doba analýzy kratší. K tomu však nedošlo, neboť s rostoucí koncentrací methanolu 
docházelo k postupnému dělení látek na zakřivené linii. Kvantifikace steviolových glykosidů 
proto  byla  téměř  nemožná  a  pro  jejich  analýzu  ve  vzorcích  se  musela  aplikovat  eluce 
izokratická. 
Vzorky  byly  analyzovány  pomocí  vysokoúčinné  kapalinové  chromatografie  s  UV 
detektorem. Steviolové glykosidy byly sledovány při izokratické eluci na koloně Chromolith 
Performance RP-18e s mobilní fází methanol:voda v poměru 50:50 (V/V) během 45 – 50 min. 
Steviosid a rebaudiosid A ve vzorcích  byly detekovány s nastavenou vlnovou délkou 210 nm. 
Kolona byla vždy temperována na 28 °C a průtok mobilní fáze nastaven na 0,3 ml.min-1.
Cílem  druhé  experimentální  části  bylo  porovnat  obsah  steviolových  glykosidů  v  9-ti 
různých komerčních výrobcích slazených extraktem ze stévie. Pro chromatografickou analýzu 
byly  použity  vzorky  sladidla,  bonbónů,  5  nápojů,  a  2  vzorky,  které  byly  připraveny 
luhováním. Společný pík steviosidu a rebaudiosidu A (1:1) se sice ve většině vzorků podařilo 
dobře odseparovat, ale v některých nikoliv a jejich kvantifikace byla proto obtížná. Nejprve 
byl eluován steviosid, potom rebaudiosid A.
Pomocí  použité metody bylo zjištěno,  že nejvyšší  množství steviosidu v analyzovaných 
nápojích  bylo  nalezeno  v  odvaru  z  rostliny  (Přesladká  Stevia  Bio)  o  koncentraci  86,83 
mg.ml-1.  Nejvyšší množství rebaudiosidu A bylo v nápoji Jupík multivitamín o koncentraci 
94,23 mg.ml-1. Nejnižší obsah steviol glykosidů byl v nápoji Kofola BEZ cukru, neboť jako v 
jediném  ze  vzorků  nebyly  za  stejných  chromatografických  podmínek  detekovány  žádné 
steviolové  glykosidy.  V případě  dalších  komerčních  produktů  byla  optimalizovaná  HPLC 
metoda  aplikována  na  sladidlo  Stevia  a  bonbóny Morbide-Fragola,  ve  kterých  byl  obsah 
steviolových látek vyšší než v jakémkoliv nápoji. Množství rebaudiosidu A v jedné tabletce 
sladidla činí 4,29 mg a množství steviosidu v jednom bonbónu je 0,94 mg. Závěrem je třeba 
konstatovat,  že  pro  přesné  stanoveni  koncentrace  steviolglykosidů  by  bylo  lepši  vzorky 
dokonaleji přečistit např. SPE kolonkami. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ
ACN acetonitril
CL zesíťování (cross – linked) 
ČH Pivovar Černá Hora
ČR Česká republika
DAD detektor s diodovým polem (diode array detector)
E150d E-kód pro karamelové barvivo
E960 E-kód pro steviolové glykosidy
EFSA Evropský úřad pro bezpečnost potravin (European Food Safety Authority)
EU Evropská unie (European Union)
FDA Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (Food and Drug Administration)
FPLC rychlá kapalinová chromatografie na proteinech (fast protein liquid 
chromatography)
GC plynová chromatografie (gas chromatography)
HILIC chromatografie hydrofilních interakcí (hydrophilic interaction liquid 
chromatography)
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high-performance liquid 
chromatography) 
LC kapalinová chromatografie (liquid chromatography)
LC-MS kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií (liquid chromatography 
– mass spectrometry)
LLC rozdělovací kapalinová chromatografie (liquid liquid chromatography)
LSC adsorpční kapalinová chromatografie (liquid solid chromatography)
MF mobilní fáze
MS hmotnostní spektrometrie (mass spectrometry)
NMR nukleární magnetická rezonance (nuclear magnetic resonance)
NPC chromatografie na normálních fázích (normal-phase chromatography)
PES polyethylensulfon
RPC chromatografie na obrácených fázích (reverse-phase chromatography)
SF stacionární fáze
SPE extrakce na pevnou fázi (solid-phase extraction)
SR Slovenská republika
TOF analyzátor hmotnostní spektrometrie podle doby letu (time of flight)
USA Spojené státy Americké (United States of America)
UV-VIS ultrafialové a viditelné záření (ultraviolet and visible rays)
VWD detektor s volitelnou vlnovou délkou (variable wavelength detector)
WHO Světová zdravotnická organizace (World Health Organization)
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